Biological Aspects and Prognostic Criteria for Evaluation of Oocytes and Preimplantation Embryos in Patients with Low Ovarian Reserve  ///  Биологични аспекти и прогностични критерии за оценка на овоцити и предимплантационни ембриони при пациентки с намален овариален резерв by Ingilizova, Gergana
МЕДИЦИНСКИ УНИВЕРСИТЕТ 
„ПРОФ. Д-Р ПАРАСКЕВ СТОЯНОВ” ВАРНА 
КАТЕДРА ПО БИОЛОГИЯ 
 
 
Гергана Костадинова Ингилизова-Пенчева 
 
БИОЛОГИЧНИ АСПЕКТИ И ПРОГНОСТИЧНИ КРИТЕРИИ ЗА 
ОЦЕНКА НА ОВОЦИТИ И ПРЕДИМПЛАНТАЦИОННИ 
ЕМБРИОНИ ПРИ ПАЦИЕНТКИ С НАМАЛЕН ОВАРИАЛЕН 
РЕЗЕРВ 
 
АВТОРЕФЕРАТ 
НА ДИСЕРТАЦИОНЕН ТРУД  
за присъждане на образователна и научна степен „Доктор” 
   
 Област на висше образование  
4. “Природни науки, математика и информатика” 
Професионално направление 4.3. “Биологически науки” 
 Научна специалност “Медицинска биология” 
 
Научни ръководители:   Доц. Добри Иванов, дб 
Доц. д-р Емил Ковачев, дм 
Рецензенти: Проф. д-р Илия Ватев, дм 
             Проф. д-р Иван Козовски, дм 
 
 
 
ВАРНА, 2016 г. 
 
Дисертационният труд съдържа 197 страници и е онагледен с 85 
таблици, 12 графики и 11 фигури. Книгописът включва 199 източника, 
от които 17 са на кирилица и 182 - на латиница. Публикациите, 
свързани с дисертационния труд са 5.  
Изследванията от дисертационния труд са извършени във „Вита 
ин витро център“, МБАЛ „Вита“ ЕООД – гр. София, Сектор по 
асистирна репродукция, ПСАГБАЛ „Св. София“ ЕАД – гр. София и 
Медицински център по асистирана репродукция „Варна“ ООД, 
СБАГАЛ-ВАРНА-ЕООД – гр. Варна.  
Дисертантът работи като главен ембриолог в МБАЛ “Вита” 
ЕООД – гр. София.  
 
 
 
 
Защитата на дисертационния труд ще се състои на 
............................................. 2016 г. от ....................................... ч. в 
.................................................................................................................................
.............................................................................................................................на 
МУ “Проф. д-р Параскев Стоянов” – гр. Варна.  
Материалите по защитата са публикувани на интернет страницата на 
МУ – Варна: www.mu-varna.bg  
	
		
1	
СЪДЪРЖАНИЕ 
I. Въведение.......................................................................................................3 
II. Цел и задачи..................................................................................................4 
III. Материали и методи...................................................................................5 
IV. Резултати…………………….………………………...…………………13 
1. Клинична характеристика на изследваните пациентки...........................13 
2. Терапевтични подходи...............................................................................18 
3. Резултати от лечението...............................................................................19 
3. 1. Постигнати овариални фоликули в резултат на лечението................19 
3. 2. Получени кумулусно-овоцитни комплекси, респ. яйцеклетки в 
резултат на лечението……………………………………………………….22 
3. 3. Зрялост на аспирираните яйцеклетки...................................................26 
3. 4. Морфология на яйцеклетките................................................................27 
3. 5. Техники на инсеминиране на яйцеклетките………………………….35 
3. 6. Оплождане на яйцеклетките…………………………………………..36 
3. 7. Получени ембриони……………………………………………………39 
3. 8. Качество на ембрионите.........................................................................45 
3. 9. Данни, свързани с ЕТ..............................................................................49 
3. 10. Постигнати резултати от извършените процедури на лечение чрез 
оплождане ин витро........................................................................................51 
V. Обсъждане.…..…………………………………………………………..60 
VI. Заключение................................................................................................63 
VII. Изводи…………………………………….……………………………..69 
VIII.  Приноси на дисертационния труд……………………………...……71 
IX. Публикации, свързани с дисертационния труд.....................................73 
  
		
2	
Използвани съкращения: 
• антимюлеров хормон (АМН) 
• асистираните рерпродуктивни технологии (АРТ) 
• брой (n/N) 
• ембриотрансфер (ЕТ) 
• естрадиол (Е2) 
• зона пелуцида (zona pellucida, ZP) 
• ин витро оплождане (IVF) 
• интрацитоплазмено инжектиране на сперматозоид (ICSI) 
• контролирана овариална хиперстимулация (КОХ) 
• кумулусно-овоцитен комплекс (КОК) 
• лутеинизиращ хормон (LH)  
• менструален цикъл (МЦ) 
• метафаза І (МІ) 
• метафаза II (МІІ) 
• перивителинно пространствo (perivitelline space, PVS) 
• пронуклеус (PN) 
• първо полярно телце (polar body I, PBІ) 
• Световна здравна организация (СЗО)  
• тироид стимулиращ хормон   (TSH)  
• трансвагинално ултразвуково изследване (УЗИ) 
• фоликуларна пункция (PF) 
• фоликулостимулиращ хормон (FSH) 
• човешки хорионгонадотропин (hCG) 
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I. ВЪВЕДЕНИЕ 
Безплодието в семейството е важен медико-биологичен и социален 
проблем, който придобива все по-голямо обществено значение на фона 
на неблагоприятните демографски показатели в много страни, 
включително и нашата.  
Асистираните репродуктивни технологии (АРТ) са една от най-бързо 
развиващите се области в хуманната медицина. През 1978 г. се ражда 
първото бебе заченато по метода на ин витро оплождането – Луиз Браун, 
в резултат на усилията на учените Edwards и Steptoe. Само десет години 
по-късно, през 1988 г. е родено и първото в България „ин витро бебе“ – 
Илияна Тирилова, която носи името на своя създател – проф. д-р Илия 
Ватев. Родените в света деца след АРТ непрекънато се увеличават  като 
вече надхвърлят шест милиона. 
Незадоволителният овариален отговор се наблюдава при около 25% 
от пациентките подложени на КОХ с гонадотропинови препарати и е 
значим проблем в съвременното лечение на безплодието. Той често е 
резултат на намален яйчников резерв и обикновено се изразява в 
отслабена ответна реакция на яйчниковите фоликули, което логично води 
до намален брой аспирирани яйцеклетки при ин витро процедура. 
Намаленият яйчников резерв се дефинира със следните характеристики: 
1) отклонения от нормалните стойности при проведено изследване на 
овариалния резерв,  2) предишен лош овариален отговор и 3) напреднала 
възраст на пациентката, която е най-често срещаната причина. 
При пациентки с намален яйчников резерв индуцирането на растежа 
на голям брой фоликули при ин витро процедура е предизвикателство за 
специалистите по репродуктивна медицина. Данните в литературата по 
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отношение на подход за действие в ембриологичната лаборатория с цел 
постигане на по-голям брой ембриони с добро качество за 
ембриотрансфер (ЕТ) и по-високи проценти на имплантация при тези 
пациентки също са все още оскъдни.   
Настоящият дисертационен труд изследва биологичните аспекти на 
ин витро оплождането при пациентки с незадоволителен овариален 
отговор, както и прогностичния потенциал на морфологичните 
характеристики на яйцеклетките и предимплантационните ембриони като 
основен достъпен метод за селекция в повечето клиники за асистирана 
репродукция. 
ІІ. ЦЕЛ И ЗАДАЧИ 
1. Цел 
Целта на дисертационния труд е да се изработят приложими 
прогностични критерии за оценка на овоцити и предимплантационни 
ембриони при пациентки с намален овариален резерв и да се предложи 
възможно най-подходящата стратегия по отношение на метод за ин витро 
инсеминиране на овоцитите, продължителност на култивиране на 
ембрионите и оптимален брой ембриони за трансфер с цел подобряване 
процента на клиничните бременности след АРТ при тази група пациентки. 
2. Задачи 
2.1. Да се проведе ретроспективен и проспективен анализ на 
резултатите и влиянието на различни стимулационни протоколи върху 
броя и качеството на аспирираните овоцити и получените 
предимплантационни ембриони при безплодни пациентки с намален 
овариален резерв. 
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2.2. Да се установи влиянието на възрастта и хормоналния статус на 
пациентките с намален овариален резерв върху броя и качеството на 
аспирираните овоцити, получените предимплантационни ембриони и 
резултата от ин витро процедурата. 
2.3. Да се определи влиянието на качеството на яйцеклетките при 
пациентки с редуциран яйчников резерв върху процентите на оплождане 
и качеството на получените предимплантационни ембриони. 
2.4. Да се определи зависимостта на процентите на оплождане, 
качеството на получените ембриони, процентите на бременност и 
имплантация от техниката на инсеминиране на овоцитите при пациентки 
с намален овариален резерв.  
2.5. Да се проведе сравнителна оценка на ефективността на ин 
витро процедурата в зависимост от продължителността на култивиране 
на предимплантационните ембриони, деня на извършване на ЕТ и броя на 
трансферираните ембриони при пациентки с намален яйчников резерв. 
2.6. Да се оцени зависимостта между биологичните характеристики 
на репродуктивните клетки и изхода от АРТ при пациентки с намален 
овариален резер, за да се изготвят и предложат прогностични критерии за 
оценка на овоцити и предимплантационни ембриони, които да спомогнат 
за определяне на оптималните лабораторни стратегии за всеки конкретен 
случай. 
III. МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ 
За постигнето на набелязаната в дисертационния труд цел са 
използвани общоклинични, лабораторни (клинично-лабораторни, 
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цитологични, микробиологични, имуноензимни), инструментални и 
морфометрични методи за изследване, както и методи на статистиката.  
1. Материали и методи за изследване на пациентките с 
безплодие, преминали през програма на лечение чрез „ин витро“ 
оплождане. 
Проучването е извършено във „Вита ин витро център“, МБАЛ 
„Вита“ ЕООД – гр. София, Сектор по асистирна репродукция, ПСАГБАЛ 
„Св. София“ ЕАД – гр. София и Медицински център по асистирана 
репродукция „Варна“ ООД, СБАГАЛ-ВАРНА-ЕООД – гр. Варна. 
 В процеса на изпълнение на работата е проведен ретроспективен и 
проспективен анализ на 3038 кумулусно-овоцитни комплекси (КОК), 
респ. яйцеклетки, произхождащи от 419 пациентки участвали в програма 
за “ин витро” оплождане от м. февруари 2011 г. до м. февруари 2014 г. От 
тях 184 КОК са получени от 72 пациентки, причислени към групата с 
намален овариален резерв според избраните критерии. Като контролна 
група за сравнение на качеството на яйцеклетките и получените 
ембриони, както и процентите на оплождане, бременност и имплантация 
са анализирани 2854 КОК, проихождащи от 347 пациентки с нормален 
овариален резерв. 
Всички стерилни двойки, участващи в проучването са изследвани 
според общоприетата стандартна методика и съгласно действащата в 
страната Наредба № 28 от 20 юни 2007 г. за дейности по асистирана 
репродукция. 
1.1. Клинични методи  
1.1.1. Гинекологична анамнеза и статус 
А) Анамнеза с насоченост към сегашно състояние, пубертетно 
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развитие, предишни бременности, минали заболявания; 
Б) Гинекологичен статус – оглед и палпация на женски полови 
органи. 
1.1.2. Неинвазивни клинични методи 
А) Инструментални образни методи - трансвагинално ултразвуково 
изследване на органи в малък таз; 
Б) Морфометрични методи - ултразвуков мониторинг на растежа на 
овариалните фоликули и състоянието на ендометриума, измерване и 
документиране на размерите им. 
1.1.3. Инвазивни клинични методи  
А) Овариална пункция под ултразвуков контрол; 
Б) Ембриотрансфер под ултразвуков контрол. 
1.2. Лабораторни методи (изследвания в съответствие с Наредба № 
28 от 20 юни 2007 г. за дейности по асистирана репродукция)  
1.3. Диагностични методи  
1.3.1. Яйчников резерв  
Функционалният овариален резерв на пациентките е оценяван 
според нивата на фоликулостимулиращия хормон (FSH) на трети ден от 
менструалния цикъл (МЦ), антимюлеровия хормон (AMH) в кръвната 
плазма и броя на антралните фоликули, установени при трансвагинално 
ултразвуково изследване (УЗИ). Към групата пациентки с 
незадоволителен овариален отговор са причислени тези, отговарящи на 
минимум два от следните критерии: нива на FSH на трети ден от МЦ > 10 
mIU/ml, нива на АМН < 1,2 ng/ml, брой на антралните фоликули ≤ 7, 
възраст ≥ 40 г., предишен незадоволителен отговор на КОХ. 
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1.3.2. Диагностика на стерилитета 
Както е общоприето, установяването на проходимостта на маточните 
тръби е извършвано чрез хистеросалпингография с контрастно вещeство 
или диагностична лапароскопия. Липсата на маточни тръби, наличието на 
двустранна тубарна оклузия и отсъствието на забременяване в 
продължение на една година след конструктивна операция на маточните 
тръби са диагностицирани като тубарен фактор стерилитет. 
За състоянието на мъжката репродуктивна функция се съди въз 
основа на резултатите от спермограмата. При липса на явна причина след 
проведените изискуеми изследвания, безплодието е определяно като 
идиопатично. 
2. Терапевтични методи и подходи, използвани при пациентките 
с безплодие, преминали през програма на лечение чрез „ин витро“ 
оплождане 
2.1. Контролирана овариална хиперстимулация (КОХ) с 
гонадотропни хормони със или без употребата на аналози на 
гонадолиберина. Използвани протоколи за стимулация 
2.1.1. Дълъг протокол („long protocol”)  
2.1.2. Къс протокол (“short protocol”) с антагонист  
2.1.3. Къс протокол с микродози агонист (microdose „flare up”)  
2.1.4. Протокол с мека стимулация („mild stimulation“)  
2.1.5. IVF/ICSI на естествен цикъл (“natural cycle IVF”)  
Всички протоколи за КОХ са провеждани с рекомбинантни или 
високопречистени уринарни FSH препарати. 
2.2. Индукция на овулацията с медикаменти, въздействащи 
върху хипоталамо-хипофизарно-яйчниковата ос 
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Апликацията на тригерна доза hCG е извършвана при наличието на 
фоликул с диаметър над 18 мм. 
2.3. Назначаване на хигиенно-диетичен режим и подържаща 
терапия с хормони и други медикаменти  
За подпомагане на яйчниковата функция през лутеалната фаза са 
прилагани медикаменти, съдържащи прогестерон.  
2.4. Ранна диагноза на бременността  
Наличието на биохимична бременност е констатирано чрез кръвен 
тест за определяне нивото на човешкия хорионгонадотропин (hCG) след 
12-ти ден от ЕТ, а установяването на клинична бременност (наличие на 
плоден сак в матката) е извършвано на 21-ви ден от ЕТ чрез УЗИ. 
3. Материали и методи, използвани за осъществяване на 
биологично-лабораторните процедури за целите на АРТ 
3.1. Материали 
За култивиране на гаметите и ембрионите са използвани хранителни 
среди на търговската марка Origio, Дания. 
3.2. Биологично-лабораторни методи, използвани за целите на 
АРТ 
3.2.1. Обработка на семенна течност с цел използване за ин витро 
оплождане 
Обработката на семенна течност и селекцията на сперматозоидите са 
извършвани по метода на градиентната плътност (Percoll gradient).  
3.2.2. Експертиза на фоликуларни течности (аспирати) с цел 
идентифициране и оценка на наличните в тях КОК  
Фоликулната пункция (PF) е провеждана под ултразвуков контрол, 
35 часа след инжектирането на hCG. Яйцеклетките с прилежащите им 
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кумулусни клетки са изолирани от фоликуларните аспирати под 
стереомикроскоп, след което са култивирани в хранителна среда в 
инкубатор подържащ 5% СО2 и 37º С в продължение на около 4 часа 
преди ин витро инсеминация.  
3.2.3. Обработка на яйцеклетки 
Обработка на яйцеклетките е извършвана или не, в зависимост от 
последващия метод на инсеминиране. В случаите на стандартно ин витро 
оплождане, КОК са инсеминирани цели с обработени сперматозоиди на 
партньора. Преди инсеминиране чрез ICSI процедура обаче 
заобикалящите яйцеклетките кумулусни клетки и клетки на корона 
радиата са отстранявани ензимно и механично.  
3.2.4. Оценка на морфологията на яйцеклетките преди ICSI 
Според морфологичните критерии овоцити са класифицирани като: 
1) нормални; 2) овоцити с екстрацитоплазмени аномалии – аномалии на 
zona pellucida (ZP), перивителинното пространство (PVS) и първото 
полярно телце (IPB); 3) овоцити с интрацитоплазмени аномалии – 
гранулираност на цитоплазмата, наличие на вакуоли, рефрактилни телца, 
гладък ендоплазмен ретикулум; 4) аномалии на размера и формата и 5) 
овоцити с множество аномалии.  
За нормални са приемани яйцеклетки II ред на стадий метафаза II от 
мейозата с кръгла форма, ясна zona pellucida, малко перивителинно 
пространство, съдържащо едно нефрагментирано първо полярно телце и 
светла, умерено гранулирана цитоплазма без включения. 
3.2.5. Инсеминиране на яйцеклетки с обработени сперматозоиди 
А) Класическо ин витро оплождане – IVF 
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Класическо ин витро оплождане e прилагано само в случаите на 
потвърдена в деня на инсеминиране диагноза на спермата на партньора 
Normozoospermia, съгласно критериите на Световната здравна 
организация (СЗО).  
Б) Интрацитоплазмено инжектиране на сперматозоид - ICSI  
Интрацитоплазмено инжектиране на сперматозоид е прилагано в 
случаите на отклонения на показателите на семенната течност на 
партньора от нормалните стойности, неуспешно оплождане на 
яйцеклетките в предхождащ цикъл на лечение чрез стандартна IVF 
процедура, наличие на антиспермални антитела, антитела срещу ZP, 
както и някои морфологични особености на яйцеклетките, които се 
предполага, че биха могли да възпрепятстват нормалното оплождане. 
3.2.6. Оценка на оплождането 
Проверка за настъпило оплождане и формиране на пронуклеуси (PN) 
е извършвана 17 ± 1 часа след ICSI и 19 ± 1 часа след IVF.  
3.2.7. Култивиране на ембриони 
Ембрионите са култивирани в хранителна среда, покрита с Liquid 
paraffin в инкубатор, подържащ 5,5 % СО2 и 37º С до деня на 
ембриотрансфера.  
3.2.8. Морфологичен анализ на ембрионите 
Морфологичен анализ на ембрионите е извършван всяка сутрин през 
периода на култивирането им чрез микроскопско наблюдение под 
инвертен микроскоп.  
3.2.9. Селекция на ембриони и ембриотрансфер  
Прехвърлянето на ембрионите в маточната кухина на пациентката е 
извършвано от втори до шести ден след фоликуларната пункция (PF). В 
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зависимост от качеството на ембрионите, стадия им на развитие, 
възрастта на пациентката, предишни цикли на лечение чрез АРТ и броя 
получени ембриони са трансферирани 1, 2 или 3 ембриона.  
 4.  Използвани статистически методи 
4.1. Методи на описателната статистика  
4.1.1. Вариационен анализ на количествени променливи – средна 
стойност, медиана, стандартно отклонение, минимум, максимум, размах, 
95% доверителни интервали.      
4.1.2. Честотен анализ на качествени променливи (номинални и 
рангови), който включва абсолютни честоти, относителни честоти (в 
проценти), кумулативни относителни честоти (в проценти). 
4.1.3. Графични изображения.   
4.2. Методи за проверка на хипотези 
4.2.1. Параметрични 
А) T-тест за две независими извадки (Independent Samples T-Test) – 
проверка за равенство на две средни при нормално разпределение. 
Б) Еднофакторен дисперсионен анализ (Oneway ANOVA – 
независими извадки) – проверка за равенство на повече от две средни 
стойности с използване на Post Hoc Tests за множествени сравнения. 
 4.2.2. Непараметрични методи:  
А) Методи на Колмогоров-Смирнов (Kolmogorov-Smirnov) и 
Шапиро-Уйлк (Shapiro-Wilk) – проверка за нормалност на 
разпределението на количествена променлива. 
 Б) Метод хи-квадрат (Chi-square test) или точен тест на Фишер 
(Fisher’s exact test) – търсене на връзка между две качествени 
променливи. 
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4.2.3. Тест на Крускал-Уолис (Kruskal-Wallis Test) -  сравняване на 
повече от две независими групи по отношение на характеристиките на 
количествена променлива, която няма нармално разпределение. 
4.2.4. Метод на Ман-Уитни (Mann-Witney) – сравняване на средни 
стойности (или медиани) в две групи на една количествена променлива, 
когато разпределението не е нормално. 
4.3. Корелационен анализ – непараметричен коефициент на 
линейна корелация – Спирман. 
Използваното от нас критично ниво на значимост е α = 0,05. 
Съответната нулева хипотеза се отхвърля, когато р-стойността (р-value) е 
по-малка α. 
За обработка на данните от проучването, свързано с дисертационната 
работа беше използвана версията на SPSS – SPSS for Windows 13.0.  
IV. РЕЗУЛТАТИ 
1. Клинична характеристика на изследваните пациентки 
Според приетите от нас критерии на база установен или очакван 
яйчников отговор на пациентките на КОХ бяха сформирани две групи: 
група 1 с незадоволителен отговор – low responders, която е обект на 
изследването (72 пациентки) и група 0 с нормален отговор – normal 
responders, представляваща контролна група (347 пациентки).  
От таблица 1 се вижда, че средната възраст на пациентките в групата с 
незадоволителен овариален отговор е 38 ± 4,53, а средната възраст на 
пациентките в контролната група е 31,78 ± 3,50 години. Двуизвадковият 
критерий на Колмогоров-Смирнов и точният тест на Фишер (Fisher's Exact 
Test) показаха наличие на статистически значима разлика по отношение на 
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фактор възраст при пациентките в двете групи. Този резултат беше очакван 
предвид приетите критерии за причисляване на пациентките към групата с 
незадоволителен отговор и по-конкретно – възраст над 40 години, което от 
своя страна повишава осезаемо средната възраст на пациентките в нея. 
Възраст 
Група N Средна стойност Медиана Минимум Максимум 
Стандартно 
отклонение 
0 Normal 
responders 347 31,78 32,00 21 39 3,50 
1 Low responders 72 38,00 39,00 27 48 4,53 
Общо 419 32,85 32,00 21 48 4,37 
 Таблица 1. Обобщаващи статистически характеристики на 
възрастта по групи пациентки и общо 
 В зависимост от възрастта на пациентките бяха сформирани пет 
възрастови групи: 1 – възраст на пациентките < 30 години; 2 – от 31 до 35 
години; 3 – от 36 до 40 години; 4 – от 41 до 45 години и 5 – над 45 години 
(табл. 2). Прави впечатление, че всички пациентки с нормален яйчников 
отговор попадат в първите три възрастови групи, което отново е свързано 
с повишеното изчерпване на овариалния резерв на възраст над 40 години 
и с приетите от нас критерии за групова принадлежност на пациентките.  
Възраст 
 
Възрастови групи 
1 (< 30 г.) 2 (31 – 35 г.) 3 (36 – 40 г.) 4 (41 – 45 г.) 5 (> 45 г.) Общо 
N % N % N % N % N % N % 
0 Normal 
responders 87 25,07 200 57,64 60 17,29 - - - - 347 100 
1 Low 
responders 3 4,17 16 22,22 31 43,05 19 26,39 3 4,17 72 100 
Таблица 2. Процентно разпределение на пациентките по  
възрастови групи 
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При изследване формите на безплодие се вижда, че повечето от 
пациентките и в двете групи са страдали от първично безплодие (табл. 3). 
Точният тест на Фишер обаче показа, че няма основание да се 
предполага, че в популацията, от която е направена извадката 
стерилитета се среща с различна честота (р = 0,180). 
 
Стерилитет  
  Група 
0 Normal responders 1 Low responders 
N % N % 
Първичен 227 65,4 41 56,9 
Вторичен 120 34,6 31 43,1 
Total 347 100,0 72 100,0 
 Таблица 3. Честотно разпределение на формите на 
стерилитет в двете групи  
Точният тест на Фишер не показа наличие на статистически 
значима разлика и по отношение на причините за безплодие в двете 
пациентски групи (р = 0,620), т.е. не се установява връзка между 
причината за стерилитет и отговора на КОХ. 
Таблица 4. Основни причини за стерилитет и честота на проява 
в двете групи 
 
Причина за стерилитет 
 
 
Група 
0  Normal responders 1  Low responders 
N % N % 
1  LUF 7 2,1% - - 
2  Идиопатичен 73 21,0% 26 36,1% 
3  Мъжки фактор 119 34,3% 20 27,8% 
4  Тубарен фактор 109 31,4% 22 30,5% 
5  Тубарен+мъжки фактор 39 11,2% 4 5,6% 
Total 347 100,0% 72 100,0% 
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Група 
Хормон 
(референтни 
стойности) 
Брой 
пациентки 
Средна 
стойност Медиана 
Минимална 
стойност 
Максималн
а стойност 
Стандартно 
отклонение 
0 Normal 
responders 
АМН (1-10 
ng/ml) 347 3,35 2,95 1,30 7,60 1,35 
FSH ( < 12,5 
mIU/ml) 347 6,08 6,11 2,30 9,70 1,54 
LH (1,5-8 
mIU/ml) 347 3,71 3,55 1,19 7,61 1,40 
Prolactin (5 -
35 ng/ml) 347 19,34 18,30 3,80 49,30 7,07 
E2 (18-147 
рg/ml) 347 38,03 35,80 11,00 121,00 14,23 
Testosteron 
(0,1-0,9 ng/ml) 347 0,44 0,43 0,10 1,30 0,22 
1 Low 
responders 
АМН (1-10 
ng/ml) 72 0,53 0,52 0,20 1,10 0,23 
FSH (< 12,5 
mIU/ml) 72 13,83 13,60 8,33 23,92 3,03 
LH (1,5-8 
mIU/ml) 72 3,94 3,84 0,77 7,30 1,44 
Prolactin (5 -
35 ng/ml) 72 19,63 18,30 1,02 74,37 10,09 
E2 (18-147 
рg/ml) 72 38,97 34,12 9,00 256,00 31,07 
Testosteron 
(0,1-0,9 ng/ml) 72 0,42 0,34 0,10 1,70 0,29 
 Таблица 5. Обобщаващи статистически характеристики на 
хормоналия статус на пациентките в двете групи  
По отношение на хормоналния статус на пациентките тестът на 
Ман-Уитни показа, че двете групи се различават статистически значимо 
само по отношение на базалните стойности на FSH (р < 0,0001) при 
средни стойности 13,83 mIU/ml за групата с намален яйчников резерв 
(реф. ст. < 12,5) и 6,08 mIU/ml за контролната група и АМН (p < 0,0001) 
при средни стойности 0,53 (реф. ст. 1-10 ng/ml) и 3,35 съответно. Тук е 
редно да отбележим, че при изследването на АМН, долната граница на 
улавяне на серумното ниво е 0,2 ng/ml. При 23 пациентки с намален 
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яйчников резерв АМН е със стойности < 0,2 ng/ml, но за да бъде 
извършена статистическата обработка на данните те са разглеждани като 
равни на 0,2 ng/ml.  
 
Графика 1. Средни стойности на AMH разпределени по 
възрастови групи (ng/ml) 
 
Графика 2. Средни стойности на FSH разпределени по 
възрастови групи (mIU/ml)  
Графики 1 и 2 показват серумните нива на АМН и FSH в отделните 
възрастови групи. 
При сравнение на дебелината на ендометриума в деня на ЕТ при 
пациентките в изследваната и контролната група чрез двуизвадковия тест 
на Колмогоров-Смирнов беше установена статистически значима разлика 
0.48	
3.94	
0.67	
3.22	
0.62	
2.94	
0.32	 0.2	
1	Low	responders	 0	Normal	responders	
<	30	г.	31	-	35	г.	36	-	40	г.	41	-	45	г.	>	45	г.	
12.24	
5.89	
13.37	
6.00	
13.34	
6.64	
15.19	 14.54	
1	Low	responders	 0	Normal	responders	
<	30	г.	31	-	35	г.	36	-	40	г.	41	-	45	г.	>	45	г.	
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(р < 0,05) при средни стойности 10,30 ± 1,63  mm за групата пациентки с 
незадоволителен отговор и 10,87 ± 1,58 mm за групата пациентки с 
нормален отговор.  
2. Терапевтични подходи  
Протокол за стимулация 
 
 
Група 
0  Normal responders 1  Low responders 
Брой 
пациентки % 
Брой 
пациентки % 
1 Microdose "flare up" - - 27 37,5% 
2 Mild stimulation 70 20,2% 11 15,3% 
3 Къс протокол 154 44,4% 26 36,1% 
4 Дълъг протокол 96 27,6% - - 
5 Спонтанен цикъл 27 7,8% 8 11,1% 
Total 347 100,0% 72 100,0% 
          Таблица 6. Честота на използване на протоколите за 
стимулация при двете групи пациентки 
При сравнение на честотата на приложение на протоколите за 
стимулация, точният тест на Фишер показа наличие на статистически 
значима разлика (р < 0,0001) между пациентките от изследваната и 
контролната група. От табл. 6 се вижда, че протоколът microdose "flare 
up" например не е използван в контролната група, а в групата пациентки 
с незадоволителен отговор на КОХ той е най-често използваният 
протокол (37,5 % - повече от една трета от пациентките). Също така, от 
таблицата се вижда, че 27,6 % от пациентките в контролната група са 
стимулирани по т. нар. дълъг протокол, който не е прилаган при 
пациентките с намален овариален резерв. Това означава, че използването 
на протоколите съществено зависи от груповата принадлежност на 
пациентките. 
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3. Резултати от лечението 
Един от най-важните показатели, влияещи  върху ефективността на 
лечението в програмите на АРТ е фунционалният резерв на яйчниците. 
Това понятие освен серумните нива на половите хормони включва и броя 
на фоликулите, броя на аспирираните КОК, респ. яйцеклетки годни за 
оплождане, броя на получените ембриони с добро качество за ЕТ. 
3.1. Постигнати овариални фоликули в резултат на лечението  
От табл. 7 се вижда, че средният брой получени овариални 
фоликули в групата пациентки с незадоволителен отговор на КОХ е 3,51 
± 1,50 (при минимален брой – 1 и максимален брой – 7 фоликули), а в 
контролната група – 9,6 ± 5,44 (при минимален брой – 1 и максимален 
брой – 30 фоликули). За сравнение на данните е използван тестът на Ман-
Уитни, който показа наличие на статистически значимо различие по 
отношение на броя фоликули в двете групи (р < 0,0001).  
Брой фоликули  
Група N Средна 
стойност 
Медиана Минимум Максимум Стандартно 
отклонение 
0 Normal responders 347 9,61 9,00 1 30 5,44 
1 Low responders 72 3,51 3,50 1 7 1,50 
Таблица 7. Обобщаващи статистически характеристики на 
броя фоликули 
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При сравнение по възрастови групи, където е приложимо с тестът на 
Крускал-Уолис, статистически значима разлика между броя на 
фоликулите беше установена във втората и третата възрастови групи (р < 
0,0001). Във възрастовата група < 30 г. не се наблюдава статистически 
значима разлика по отношение на броя на фоликулите, което може да бъде 
обяснено с приложението на протоколи за стимулация с по-ниски дози 
гонадотропни хормони или протоколи без хормонална стимулация при по-
младите пациентки.  
Тестът на Крускал-Уолис и посттестът на Данн показаха, че няма 
статистически значима разлика по отношение на броя получени фоликули 
в отделните възрастови групи при пациентките с намален яйчников резерв 
(р < 0,05). 
 
         Графика 3. Разпределение на броя фоликули при пациентките с 
намален яйчников резерв по възрастови групи 
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Поради наблюдаваната на граф. 3 тенденция към намаляване на броя 
на фоликулите с нарастване на възрастта при пациентките с 
незадоволителен овариален отговор беше проведен допълнителен 
корелационен анализ с използване на непараметричния коефициент на 
корелация на Спирман. В резултат беше установено наличието на слаба, 
но статистически значима (р < 0,05) отрицателна линейна зависимост 
(коефициент на корелация = 0,311). Това означава, че с нарастване на 
възрастта на пациентките средният брой фоликули намалява. 
Зависимостта обаче е слаба и поради тази причина при разделяне на 
пациентките по възрастови групи не може да се идентифицира. 
Във връзка с изпълнението на поставените от нас задачи беше 
проведен също така корелационен анализ между броя получени фоликули 
и базалните стойности на АМН и FSH като основни маркери на 
овариалния резерв. Статистически значима линейна корелационна 
зависимост не беше установена нито между броя фоликули и нивото на 
АМН (коефициент на корелация = 0,124), нито между броя фоликули и 
нивото на FSH (коефициент на корелация = 0,085) при пациентките с 
намален яйчников резерв. 
По отношение на влиянието на приложения протокол за стимулация 
върху броя на получените фоликули тестът на Крускал-Уолис и 
посттестът на Данн показаха статистически значима разлика (р < 0,05) 
между протоколите 2 (протокол с мека стимулация) и 3 (къс протокол), 
между 1 (microdose "flare up") и 5 (спонтанен цикъл) и между 3 и 5, като от 
табл. 8 се вижда, че най-висок брой фоликули е постигнат при приложение 
на къс протокол с антагонист, а най-нисък – при спонтанeн цикъл. 
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Протокол за стимулация 
Среден брой 
фоликули 
Брой пациентки 
Стандартно 
отклонение 
Медиана 
1  Microdose "flare up" 3,63 27 1,11 4,00 
2  Mild stimulation 2,73 11 0,65 3,00 
3  Къс протокол 4,50 26 1,27 5,00 
5  Спонтанен цикъл 1,00 8 0,00 1,00 
Total 3,51 72 1,50 3,50 
Таблица 8. Брой получени фоликули в зависимост от протокола 
за стимулация при пациентките с намален овариален резерв 
3. 2. Получени кумулусно-овоцитни комплекси, респ. 
яйцеклетки в резултат на лечението  
В резултат на проведеното лечение от получените фоликули бяха 
аспирирани общо 3038 КОК, респ. яйцеклетки – 184 от групата пациентки 
с намален овариален резерв и 2854 от контролната група. 
Брой яйцеклетки 
Група N Средна стойност Медиана Минимум Максимум Стандартно отклонение 
0 Normal 
responders 347 8,22 8,00 1,00 23,00  4,72 
1 Low 
responders 72 2,56 2,00 1,00 5,00  1,39 
Таблица 9. Обобщаващи статистически характеристики на броя 
яйцеклетки по групи 
Двете групи пациентки се различават статистически значимо по 
отношение на броя аспирирани яйцеклетки (р < 0,0001) при среден брой в 
групата пациентки с намален яйчников резерв 2,56 ± 1,39 и 8,22 ± 4,72 – в 
контролната група (тест на Ман-Уитни). 
 При сравнение на броя яйцеклетки по възрастови групи, където е 
приложимо с теста на Крускал-Уолис, статистически значима разлика 
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беше установена във втора (р < 0,0001) и трета (р < 0,0001) възрастови 
групи. Във възрастовата група < 30  г. не се наблюдава статистически 
значима разлика по отношение на броя на яйцеклетките, а четвърта и пета 
възрастови групи не са сравними с контролна група. 
 
       Графика 4. Разпределение на броя яйцеклетки при пациентките с 
незадоволителен овариален отговор по възрастови групи 
На граф. 4 отново се наблюдава слабата отрицателна линейна 
зависимост между възрастта и броя аспирирани яйцеклетки при 
пациентките с незадоволителен овариален отговор, което е очаквано 
предвид получените по-горе резултати за броя на фоликулите. 
С цел получаване на по-коректни резултати по отношение на 
количеството получени яйцеклетки, както и влиянието на заложените в 
проучването ни променливи, работата беше съсредоточена върху процента 
аспирирани яйцеклетки, а не върху техния брой.  
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Възрастови 
групи 
Група 
р-стойност 
1 Low responders 0 Normal responders 
Брой 
пациентки 
% 
Брой 
пациентки 
% 
 
1  < 30 3 75,0 87 87,21 0.279 
2  31 - 35 16 77,61 200 85,25 0.128 
3  36 - 40 31 73,83 60 84,41 0.022 
4  41 - 45 19 66,67 - -  
5  > 45 3 57,14 - -  
Общо  72 72,73 347 85,58 0.000 
Таблица 10. Проценти аспирирани яйцеклетки по възрастови 
групи и общо 
Тестът на Колмогоров-Смирнов установи статистически значима 
разлика между двете групи по отношение на процента аспирирани 
яйцеклетки (р < 0,05) при 72,73% за изследваната група и 85,58% за 
контролната. При сравнение по възрастови групи, където е приложимо, 
статистически значима разлика (р < 0,05) беше установена само в третата 
възрастова група (табл. 10). 
При сравнение на процентите аспирирани яйцеклетки между 
отделните възрастови групи при пациентките с незадоволителен отговор 
на КОХ не се установи статистически значими разлика (р = 0,526). От 
табл. 10 обаче се вижда, че процентът аспирирани яйцеклетки също, както 
и броят им намалява с напредването на възрастта. Поради тази причина 
беше приложен корелационен анализ с непараметричния коефициент на 
корелация на Спирман (коеф. на Спирман = - 0,224), който показа наличие 
на слаба отрицателна линейна зависимост. Коефициентът е статистически 
значим (p < 0,05), от което следва, че при увеличаване на възрастта, 
процентът аспирирани яйцеклетки  при low responders намалява. 
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Проведеният корелационен анализ между процента аспирирани 
яйцеклетки и базалните стойности на АМН и FSH при пациентките от 
изследваната група не установи статистически значима линейна 
корелационна зависимост и за двата хормона (коефициенти на корелация 
= 0,185 и 0,094 за АМН и FSH съответно).  
 
Графика 5. Проценти аспирирани яйцеклетки в зависимост от 
протокола за яйчникова стимулация при пациентките с 
незадоволителен овариален отговор 
 Приложеният пост-хок тест за сравнение на процентите аспирирани 
яйцеклетки при използването на различните протоколи за КОХ при 
пациентките с незадоволителен яйчников отговор не показа статистически 
значими различия (всички р-стойности са по-големи от 0,05) между 
отделните терапевтични подходи. Тук е редно да се отбележи, че 
полученият от нас процент аспирирани яйцеклетки при ин витро 
оплождане на спонтанен цикъл обаче не би трябвало да се разглежда като 
абсолютни 100,00 % поради факта, че в проучването са включени само 
цикли с аспирирани яйцеклетки и не се отчитат тези, при които не са 
аспирирани яйцеклетки, а както е известно и от литературата, в не малка 
част от ин витро процедурите на спонтенен цикъл не се откриват 
яйцеклетки във фоликуларните аспирати.  
67.35%	 66.67%	 76.92%	 100.00%	
1		Microdose	"Clare	up"	 2		Mild	stimulation	 3		Къс	протокол	 5		Спонтанен	цикъл	
%	аспирирани	
яйцеклетки	
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3. 3. Зрялост на аспирираните яйцеклетки 
При сравнение на зрелостта на яйцеклетките в двете групи 
пациентки, тестът на Ман-Уитни установи статистически значима разлика 
по отношение на процентите на яйцеклетките на стадий МII и 
дегенеративните яйцеклетки (р < 0,05). Т. е. изследването ни показва, че с 
изчерпване на овариалния резерв намалява процентът на аспирираните 
зрели яйцеклетки за сметка на дегенеративните (табл. 11). 
Зрялост на яйцеклетките 
(%)  
Група 
P-стойност 
 0 Normal responders 
n=347 
1  Low responders 
n=72 
MII  87.00 79.89 0.006 
MI  4.13 4.35 0.888 
GV  1.37 2.72 0.137 
Дегенеративни 7.64 13.04 0.009 
Таблица 11. Процентно разпределение на аспирираните 
яйцеклетки според стадия им на зрялост  
При сравнение на данните за зрелостта на яйцеклетките между 
отделните възрастови групи при пациентките с незадоволителен 
овариален отговор, теста на Колмогоров-Смирнов установи статистически 
значима разлика по отношение на процентите яйцеклетки на стадий МI 
между първа и втора и втора и четвърта възрастови групи (р < 0,05) и по 
отношение на яйцеклетките на стадий GV между първа и четвърта 
възрастови групи (р < 0,05). По отношение на останалите стадии на 
зрялост не беше установена статистически значима разлика между 
отделните възрастови групи, което показва, че процентът на зрелите 
яйцеклетки, годни за инсеминиране, както и на дегенеративните 
яйцеклетки при пациентките с незадоволителен овариален отговор не се 
влияе от възрастта.  
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По отношение на серумните нива на АМН и FSH не беше 
установена статистически значима линейна зависимост с тенденция към 
увеличаване или намаляване на процентите яйцеклетки в различните 
стадии на зрялост, свързана със стойностите на хормоните.  
Статистически значима зависимост не беше установена също и 
между зрелостта на яйцеклетките и приложението на различните 
протоколи за яйчникова стимулация при пациентките с незадоволителен 
яйчников отговор (р > 0,05). 
3. 4. Морфология на яйцеклетките 
Яйцеклетки с нормална морфология (брой) 
Група N Средна стойност Медиана Минимум Максимум 
Стандартно 
отклонение 
0 Normal responders 347 5,42 6,00 0 15 3,21 
1 Low responders 72 0,82 0,50 0 4 1,01 
Таблица 12. Обобщаващи статистически характеристики на броя 
яйцеклетки с нормална морфология  
 Проведеният тест на Ман-Уитни показа наличие на статистически 
значима разлика между двете пациентски групи по отношение на броя 
аспирирани яйцеклетки с нормална морфология (р < 0,0001) при средни 
стойности 0,82 ± 1,01 за групата пациентки с намален яйчников резерв и 
5,42 ± 3,21 за контролната група (табл. 12).    
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Яйцеклетки с нормална морфология (брой) 
Възрастови групи N Средна стойност Медиана Минимум Максимум Стандартно отклонение 
1 (< 30 г.) 3 2,00 2,00 1 3 1,00 
2 (31 – 35 г.) 16 1,63 2,00 0 4 1,15 
3 (36 – 40 г.) 31 0,65 0,00 0 3 0,88 
4 (41 – 45 г.) 19 0,37 0,00 0 2 0,60 
5 (> 45 г.) 3 0,00 0,00 0 0 0,00 
Total 72 0,82 0,50 0 4 1,01 
 Таблица 13. Обобщаващи статистически характеристики на 
броя яйцеклетки с нормална морфология при пациентките с намален 
яйчников резерв по възрастови групи  
При сравнение на средния брой яйцеклетки с нормална морфология 
между отделните възрастови групи при пациентките с незадоволителен 
отговор на КОХ, тестът на Крускал-Уолис и посттестът на Данн показаха 
статистически значима разлика между възрастови групи 2 и 4. От табл. 13 
се вижда, че средният брой яйцеклетки с нормална морфология във 
възрастовата група 31 – 35 г. е 1,63 ± 1,15, докато във възрастовата група 
41 – 45 г. той е едва 0,37 ± 0,60. Като цяло от таблицата прави впечатление 
свързана с възрастта тенденция към намаляване на средния брой 
яйцеклетки с нормална морфология. Проведеният от нас регресионен 
анализ показа следното: 
 Възраст и брой яйцеклетки с нормална 
морфология 
Равнище на значимост 
на F-критерия 
< 0,0001 
Тази стойност е по-малка от 0,05, което 
показва, че избрания регресионен модел е 
адекватен. 
  
Корелационен 
коефициент 
 
0,551 
Това означава, че връзката между двете 
промеливи е умерена и еднопосочна. 
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Коефициент на 
детерминация 
 
0,303 
Това означава, че 30% от промените в броя на 
яйцеклетките с нормална морфология се 
дължат на различните възрасти. 
  
Стандартизиран 
коефициент бета 
- 0,551  
 
Това означава, че при увеличаване на фактора 
възраст с 1, броя нормални яйцеклетки ще 
намалява с 0,551. 
По отношение на процентите аспирирани яйцеклетки с нормална 
морфология беше установена статистически значима разлика между 
групите low и normal responders (p < 0,0001) при стойности 40,14 % за 
изследваната и 75,8 % за контролната група. При сравнението им обаче по 
възрастови групи, където е приложимо, статистически значима разлика се 
установи само във втора (р < 0,05) и трета (р < 0,0001) възрастови групи 
(табл. 14).  
 
 
1 ( < 30 г.) 2 (31-35г.) 3 (36-40г.) 4 (41 – 45г.) 5 (>45г.) 
Група 
p-
va
lu
e 
Група 
p-
va
lu
е 
Група 
p-
va
lu
e 
Група Група 
0 Normal 
responders  
n=87 
1 Low 
responders 
n=3 
0 Normal 
responders  
n=200 
1 Low 
responders  
n=16 
0 Normal 
responders  
n=60 
1 Low 
responders  
n=31 
1 Low 
responders  
n=19 
1 Low 
responders 
n=3 
% 
яйцеклетки 
с нормална 
морфология 
80.2 85.7 0.720 75.5 57.8 0.007 69.6 32.8 0.000 22.6 0.0 
Таблица 14. Процентни дялове на яйцеклетките с нормална 
морфология по възрастови групи 
От табл. 14 се вижда тенденцията към намаляване на процентите 
яйцеклетки с нормална морфология с възрастта – от 85,7 % при 
пациентките под 30 годишна възраст до 0,0 % при тези на възраст над 45 
години в изследваната от нас група. Корелационният анализ и 
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непараметричният коефициент на корелация на Спирман (коеф. на 
Спирман = - 0,471) установиха наличие на умерена отрицателна линейна 
зависимост. Коефициентът е статистически значим (p < 0,001), което 
показва, че с увеличаване на възрастта процентът на яйцеклетките с 
нормална морфология при група low responders намалява. Съобразно 
получените статистически резултати бихме могли да отбележим, че 
морфологията на яйцеклетките при пациентките с намален овариален 
разерв осезаемо се влошава след 35 годишна възраст.  
  
Стойности на AMH (ng/ml) 
1 (≤  0.2) 
n=23 
2 (0.3-0.4) 
n=10 
3 (0.5-0.6) 
n=15 
4 (0.7-0.8) 
n=11 
5 (0.9-1.0) 
n=9 
6 (>1) 
n=4 
% яйцеклетки с нормална 
морфология 27.78 31.58 43.18 41.67 60.00 50.00 
Таблица 15. Процентни дялове на яйцеклетките с нормална 
морфология в зависимост от стойностите на АМН при пациентките с 
намален яйчников резерв 
Таблица 15 представя процентите на аспирираните яйцеклетки с 
нормална морфология при пациентките с намален яйчников резерв в 
зависимост от серумните нива на АМН като за по-голяма коректност при 
боравене с данните и получените резултати въз основа на стойностите на 
хормона бяха сформирани 6 групи пациентки. При сравнение на данните с 
теста на Колмогоров-Смирнов беше установена статистически значима 
разлика (р < 0,05) между първа и пета от сформираните групи. Табл. 15 
демонстрира тенденция към намаляване на процента яйцеклетки с 
нормална морфология с намаляване на стойностите на АМН, т.е. с 
изчерпване на овариалния резерв, позовавайки се данните в литературата, 
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определящи този хормон като основен биомаркер свързан с овариалния 
резерв. 
 
  
Стойности на FSH (mIU/ml) 
1 (<10) 
n=9 
2 (10.1-12.5) 
n=14 
3 (12.6-15) 
n=29 
4 (>15) 
n=20 
% яйцеклетки с нормална морфология 31.25 54.84 42.37 29.27 
Таблица 16. Процентни дялове на яйцеклетките с нормална 
морфология в зависимост от базалните стойности на FSH при 
пациентките с намален яйчников резерв 
По отношение на стойностите на FSН, тестът на Колмогоров-
Смирнов установи статистически значима разлика между втора и четвърта 
от сформираните според нивата на хормона групи (р < 0,05), което говори 
за по-добра морфология на яйцеклетките при по-ниски стойности на FSH 
(табл. 16). 
 
Стимулационен протокол 
1 Microdose "flare 
up" 
n=27 
2 Mild stimulation 
n=11 
3 Къс 
протокол 
n=26 
4 Спонтанен 
цикъл 
n=8 
% яйцеклетки с нормална 
морфология 29.41 44.44 46.48 42.86 
Таблица 17. Процентни дялове на яйцеклетките с нормална 
морфология при пациентките с намален яйчников резерв в 
зависимост от приложения протокол за овариална стимулация  
По отношение на приложението на различните протоколи за 
овариална стимулация при пациентките с намален яйчников резерв, 
статистически значима разлика между процентите яйцеклетки с нормална 
морфология не беше установена (р > 0,05). 
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 Таблица 18 представя процентното съотношение на яйцеклетките в 
двете пациентски групи в зависимост от това дали проявяват или не 
проявяват даден морфологичен дефект. Получените данни бяха сравнени с 
теста на Ман-Уитни. Както се вижда от горната таблица групите се 
различават статистически значимо по отношение на процентите 
яйцеклетки с нормална морфология (р < 0,0001), с дефекти на ZP и PVS (р 
< 0,0001), с наличие на гранулация (р < 0,05) и вакуоли в цитоплазмата (р 
< 0,0001), с аномалии на  размера (р < 0,05) и с множество аномалии (р < 
0,0001). 
При сравнение на данните по възрастови групи, където е приложимо 
най-много статистически значими различия в процентите на яйцеклетките 
с дефекти бяха установени в третата група с преобладаване на дефектните 
яйцеклетки при пациентките с незадоволителен отговор на КОХ, което 
отново потвърждава по-горе изказаното становище за осезаемо влошаване 
на морфологията на яйцеклетките в тази група след 35 годишна възраст.  
Също така, проучването ни установи, че основните влияещи се от 
възрастта морфологични характеристики и дефекти при пациентките с 
намален яйчников резерв са тези касаещи ZP и PVS, гранулацията на 
цитоплазмата, формата на яйцеклетките, както и проявата на множество 
различни дефекти в една яйцеклетка (тест на Колмогоров-Смирнов). 
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Група 
 
 
 
 
Яйцеклетки 
с нормална 
морфология 
 
Екстрацитоплазмени аномалии Интрацитоплазмени аномалии 
  
  
Форма 
  
  
Размер   
  
Яйцеклетки 
с множество 
дефекти  
ZP PB PVS Гранулация Вакуоли Рефрактилни телца 
Н
ор
м
ал
на
 
Д
еф
ек
ти
 
Н
ор
м
ал
но
 
Д
еф
ек
ти
 
Н
ор
м
ал
но
   
Д
еф
ек
ти
 
Н
е 
Д
а 
 
Н
е 
Д
а 
 
Н
е 
Д
а 
 
Н
ор
м
ал
на
 
Д
еф
ек
ти
 
Н
ор
м
ал
ен
 
Д
еф
ек
ти
 
1 
L
ow
 r
es
po
nd
er
s 
n*
 =
 1
47
 
n 59 110 37 125 22 109 38 102 45 137 10 136 11 142 5 145 2 50 
% 40,14% 74,83% 25,17% 85,03% 14,97% 74,15% 25,85% 69,39% 30,61% 93,2% 6,8% 92,52% 7,48% 96,6% 3,4% 98,64% 1,36% 34,01% 
 0
 N
or
m
al
 
re
sp
on
de
rs
 
n*
 =
 2
48
3 
n 1882 2356 127 2186 297 2217 266 2143 340 2441 42 2363 120 2423 60 2479 4 311 
% 75,8% 94,89% 5,11% 88,04% 11,96% 89,29% 10,71% 86,31% 13,69% 98,31% 1,69% 95,17% 4,83% 97,58% 2,42% 99,84% 0,16% 12,53% 
р-стойност 
 
0,000 0,000 0,278 0,000 0,015 0,000 0,151 0,455 0,003 0,000 
Таблица 18. Морфологични особености на яйцеклетките при пациентките с незадоволителен и нормален отговор 
на КОХ (* n = брой яйцеклетки на стадий МII)
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По отношение на АМН резултатите ни показаха, че с намаляване на 
стойностите на хормона се наблюдава статистически значимо (р < 0,05) 
увеличаване на процентите на яйцеклетките с дефекти на ZP, с гранулирана 
цитоплазма, както и на тези с множество дефекти, което потвърждава 
направения по-горе извод за влошаване на качеството на яйцеклетките 
успоредно с изчерпване на яйчниковия резерв. 
При сравение на процентите яйцеклетки с дефекти между отделните 
сформирани групи пациентки в зависимост от стойностите на FSH, 
статистически значима разлика (р < 0,05)  беше установена по отношение 
на дефектите на ZP, вакуолизацията на цитоплазмата, както и комплексната 
проява на множество дефекти. Във всички случаи обаче разликата е при 
сравнение с четвъртата група от сформираните (стойности на FSH > 15 
mIU/ml), от което може да се направи извод, че с покачването на 
стойностите на FSH над тази критична стойност, качеството и 
морфологията на яйцеклетките се влошават значително.  
По отношение на протокола за стимулация, процентите на 
яйцеклетките с множество дефекти са най-високи при microdose “flare up” 
протокола и спонтанния цикъл, като статистически значими разлики (p < 
0,05) се проявяват между microdose “flare up” и mild stimulation, между mild 
stimulation и късия протокол, както и между mild stimulation и спонтанния 
цикъл (тест на Колмогоров-Смирнов). Не може да се извади категоричен 
извод, че при приложението на даден протокол процента на яйцеклетки с 
дефекти е по-висок, тъй като с microdose “flare up” протокола например са 
стимулирани част от пациентките с най-ниски стойности на АМН, най-
високи стойности на FSH и най-напреднала възраст, което би могло да 
обясни и по-високия процент на получените яйцеклетки с дефекти. 
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Проучването ни обаче ясно показва, че най-ниски са процентите на 
яйцеклетките с дефекти при приложението на протокол с мека стимулация.  
3. 5. Техники на инсеминиране на яйцеклетките 
Една от поставените от нас задачи в настоящия дисертационен труд е 
да се установи влиянието на техниките на инсеминиране върху процента 
на получените ембриони и резултата от проведената ин витро процедура 
при пациентките с незадоволителен яйчников отговор.   
Метод на инсеминиране  
Група 
0  Normal responders 1  Low responders 
N % N % 
0  0* 0 - 2 - 
1  ICSI 158 45,4% 41 58,6% 
2  IVF 150  43,3% 29 41,4% 
3  IVF/ICSI 39 11,3% 0 - 
Total 347 100,0% 72 100,0% 
Таблица 19. Честота на приложение на методите на 
инсеминиране на яйцеклетките (* Не е извършено инсеминиране поради 
неналичие на годни яйцеклетки) 
Точният тест на Фишер установи наличие на статистически значима 
зависимост между методите на инсеминиране в групите low и normal 
responders (p < 0,05). Зависимостта се изразява в това, че в групата 
пациентки с незадоволителен яйчников отговор не е прилаган т.нар. “split 
cycle” (IVF/ICSI), при който половината от яйцеклетките се инсеминират 
чрез стандартна IVF процедура, а другата половина  - чрез ICSI, за разлика 
от контролната група, в която този метод е използван в 11,3 % от случаите. 
От друга страна, методът ICSI в изследваната група пациентки е използван 
доста по-често отколкото в контролната (58,6 % срещу 45,4 %). 
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По отношение на методите на инсеминиране между отделните 
възрастовите групи при пациентките със слаб яйчников отговор 
статистически значима зависимост не беше установена (р = 0,674).   
3. 6. Оплождане на яйцеклетките  
Точният критерий на Фишер показа наличие на статистически 
значима разлика по отношение на процентите оплодени зиготи с 2 PN и на 
неоплодените яйцеклетки (0 PN) (p < 0,05) между изследваната и 
контролната група. Процентите на получените зиготи с 3 PN, 1 PN не се 
различават статистически значимо (p = 0,767). При сравнение на данните 
по възрастови групи, където е приложимо не се установи статистически 
значима разлика по отношение на процентите получени зиготи / 
яйцеклетки в нито една от сравнимите възрастови групи (р > 0,05), което 
означава, че данните от четвърта и пета възрастова група при пациентките 
с незадоволителен отговор на КОХ оказват съществено влияние върху 
общите резултати за групата.  
Група Възрастови 
групи 
Брой 
инсеминирани 
яйцеклетки 
Зиготи с 
2 PN 
Зиготи с 
3 PN, 1 PN 
Яйцеклетки с 
 0 PN 
n % n % n % 
0  Normal 
responders 
1 (< 30 г.) 591 508 85,96 6 1,02 77 13,03 
2  (31 – 35 г.) 1540 1304 84,68 37 2,40 199 12,92 
3  (36 – 40 г.) 352 282 80,11 8 2,27 62 17,61 
Общо  2483 2094 84,33 51 2,05 338 13,61 
1  Low 
responders 
1  (< 30 г.) 7 6 85,71 1 14,29 0 0,00 
2  (31 – 35 г.) 45 36 80,00 0 0,00 9 20,00 
3  (36 – 40 г.) 61 47 77,05 1 1,64 13 21,31 
4  (41 – 45 г.) 31 22 70,97 0 0,00 9 29,03 
5 ( > 45 г.) 3 2 66,67 0 0,00 1 33,33 
 Общо  147 113 76,87 2 1,36 32 21,77 
Таблица 20. Процентно съотношение на зиготите / яйцеклетките в 
двете групи в зависимост от оплождането и броя на пронуклеусите
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При сравнение на данните между отделните възрастови групи при 
пациентките с незадоволителен яйчников отговор с точния критерий на 
Фишер не беше установена статистически значима разлика по отношение 
на процентите на зиготите / яйцеклетките в зависимост от оплождането и 
броя на пронуклеусите в популацията, от която е направена извадката (р > 
0,05).  
При сравнение на процентите на получените зиготи с 2 PN, тестът на 
Колмогоров-Смирнов не отчете статистически значима разлика между 
отделните сформирани според стойностите на АМН и FSH групи при 
пациентките с незадоволителен яйчников отговор (р > 0,05).  
Статистически значима разлика в процентите получени зиготи с 2 PN 
при пациентките от групата low responders не беше установена и по 
отношение на метода на инсеминиране и приложения протокол за 
яйчникова стимулация. 
Група Възрастови 
Групи 
Брой 
Зиготи 
с 2 PN 
Зиготи с 2 PN получени от яйцеклетки с 
  Нормална 
морфология 
Екстрацитоплазмени 
аномалии 
Интрацитоплазмени 
аномалии 
 Множество 
аномалии 
Брой  Брой  % Брой  % Брой  % Брой % 
0 
N
or
m
al
 
re
sp
on
de
rs
 1 (< 30 г.) 508 435 85,63% 28 5,51% 11 2,17% 34 6,69% 
2  (31 – 35 г.) 1304 1050 80,52% 94 7,21% 47 3,60% 113 8,67% 
3  (36 – 40 г.) 282 215 76,24% 16 5,68% 9 3,19% 42 14,89% 
Общо  2094 1700 81,18% 138 6,59% 67 3,20% 189 9,03% 
1 
 
 L
ow
 re
sp
on
de
rs
 1  (< 30 г.) 6 5 83,33% 0 0,00% 1 16,67% 0 0,00% 
2  (31 – 35 г.) 36 26 72,22% 4 11,11% 3 8,33% 3 8,33% 
3  (36 – 40 г.) 47 19 40,43% 9 19,15% 4 8,51% 15 31,91% 
4  (41 – 45 г.) 22 5 22,73% 1 4,55% 1 4,55% 15 68,17% 
5 ( > 45 г.) 2 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 2 100,00% 
Общо  113 55 48,67% 14 12,39% 9 7,97% 35 30,97% 
Таблица 21. Обобщаващи статистически данни за получените 
зиготи в зависимост от морфологичните особености на яйцеклетките  
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По отношение на получените зиготи в зависимост от 
морфологичните особености на яйцеклетките, точният тест на Фишер 
установи наличие на статистически значима разлика между двете 
пациентски групи (р < 0,0001) с видимо преобладаване на процента на 
зиготите получените от нормални яйцеклетки в контролната група – 81,18 
% срещу 48,67 % в изследваната. 
При пациентките с намален яйчников резерв беше установена 
статистически значима разлика (р < 0,0001) между процентите на 
получените зиготи от яйцеклетки с различни морфологични 
характеристики. Както се вижда от табл. 21 преобладават процентите на 
получените зиготи от яйцеклетки с нормална морфология (48,67 %) и 
яйцеклетки с множество дефекти (30,97 %) за сметка на тези с 
интрацитоплазмени (12,39 %) и екстрацитоплазмени дефекти (7,97 %). Тук 
е редно да се поясни, че значимо по-високият процент получени ембриони 
от яйцеклетки с множество дефекти в популацията, от която е направена 
извадката се дължи на факта, че голяма част от яйцеклетките на 
пациентките в изследваната група проявяват повече от един дефект. Това 
съответно понижава процентите на ембрионите получени от яйцеклетки с 
екстрацитоплазмени и интрацитоплазмени дефекти, тъй като към тези 
групи са отнесени само яйцеклетки, проявяващи един единствен дефект. 
Между процентите получени зиготи от яйцеклетки с екстрацитоплазмени и 
интрацитоплазмени аномалии не беше установена статистически значима 
разлика (р = 0,379), от което може да се заключи, че оплождането не се 
свързва с наличието на конкретен морфологичен дефект. При сравнение на 
процентите зиготи получени от яйцеклетки с нормална морфология и от 
такива с множество дефекти беше установена статистически значима 
разлика в популацията, от която е направена извадката (р < 0,05). 
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Получените зависимости са основание да се направи извод, че най-голям е 
1/ процентът на зиготите получени  от яйцеклетки с нормална морфология 
(48,67 %), следван от 2/ процентът на зиготите получени  от яйцеклетки с 
множество дефекти (30,97 %) и накарая – 3/ процентите на зиготите 
получени от яйцеклетки с екстрацитоплазмени аномалии и яйцеклетки с 
интрацитоплазмени аномалии като процентите 1, 2 и 3 се различават 
статистически значимо помежду си (р < 0,05). Ако разглеждаме обаче 
видовете дефекти като цяло – яйцеклетки с дефекти, от табл. 21 се вижда, 
че получените зиготи от нормални яйцеклетки са 55, а получените от 
яйцеклетки с дефекти са 58. Нулевата хипотеза сочи, че броят получени 
зиготи в двете групи (от яйцеклетки с и без дефекти) е равен в 
популацията, от която е направена извадката, а точният критерий на 
Фишер показа, че няма статистически значима разлика по отношение на 
процентите получени зиготи от яйцеклетки с нормална морфология и от 
такива с дефекти (р = 0,851).  
По отношение на процентите получени зиготи от яйцеклетки с 
нормална морфология в отделните възрастови групи при пациентките с 
незадоволителен овариален отговор беше установена статистически 
значима разлика (р < 0,0001) с тенденция към намаляване на този процент 
с възрастта от 83,33 % във възрастовата група < 30 години до 0,0 % във 
възрастовата група > 45 години.  
3. 7. Получени ембриони  
Тестът на Ман-Уитни показа статистически значимо различие по 
отношение на броя получени ембриони между двете групи (р < 0,0001) при 
среден брой 1,56 ± 0,93 за пациентките с незадоволителен и 5,97 ± 3,44 за 
пациентките с нормален яйчников отговор. 
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Група Възрастови 
групи 
Брой 
пациентки 
Среден брой 
ембриони 
Стандартно 
отклонение 
Медиана 
0  Normal responders 1 (< 30 г.) 87 5,79 3,35 6,00 
  2  (31 – 35 г.) 200 6,46 3,54 7,00 
  3  (36 – 40 г.) 60 4,62 2,92 4,00 
  Общо  347 5,97 3,44 6,00 
1  Low responders 1  (< 30 г.) 3 2,00 1,00 2,00 
 2  (31 – 35 г.) 16 2,19 1,11 2,00 
  3  (36 – 40 г.) 31 1,52 0,72 2,00 
  4  (41 – 45 г.) 19 1,16 0,83 1,00 
  5 ( > 45 г.) 3 0,67 0,58 1,00 
  Общо  72 1,56 0,93 1,00 
 
Таблица 22. Обобщаващи статистически характеристики на броя 
получени ембриони при пациентките с намален и нормален яйчников 
резерв  
При сравнение по възрастови групи, където е приложимо, не беше 
установена статистически значима разлика в броя получени ембриони в  
първата възрастова група (р = 0,054), но беше установена такава във втора 
и трета ( р < 0,0001). 
По отношение на броя получени ембриони при пациентките с 
незадоволителен яйчников отговор, тестът на Крускал-Уолис и посттестът 
на Данн, показаха статистически значима разлика между втора и четвърта 
възрастова група, при средни стойности 2,19 ± 1,11 и 1,16 ± 0,83 съответно 
с тенденция към намаляване на броя на получените ембриони с възрастта. 
Използваният регресионен анализ показа следното: 
 Възраст и брой получени ембриони 
Равнище на значимост 
на F-критерия 
< 0,0001 
Тази стойност е по-малка от 0,05, което 
показва, че избрания регресионен модел е 
адекватен. 
  
Корелационен 
коефициент 
 
0.474 
Това означава, че връзката между двете 
промеливи е умерена и еднопосочна. 
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Коефициент на 
детерминация 
 
0.224 
Това означава, че 32% от промените в броя 
получени ембриони се дължат на различните 
възрасти. 
  
Стандартизиран 
коефициент бета 
 
-0,474 
Това означава, че при увеличаване на фактора 
възраст с 1, броя получени ембриони ще 
намалява с 0,474. 
Регресионен анализ беше приложен също и с цел да се установи има 
ли връзка и ако има колко е силна между: 1) броя зиготи получени от 
яйцеклетки с нормална морфология и броя получени ембриони и 2) броя 
зиготи получени от яйцеклетки с дефекти и броя получени ембриони. 
Данните от проведения анализ са поместени в долната таблица: 
 Брой зиготи получени 
от яйцеклетки с 
нормална 
морфология и брой 
получени ембриони 
Брой зиготи получени 
от яйцеклетки с 
дефекти и брой 
получени ембриони 
Равнище на 
значимост на F-
критерия 
< 0,0001 0,001 
Тази стойност е по-
малка от 0,05, което 
показва, че избрания 
регресионен модел е 
адекватен. 
Тази стойност е по-
малка от 0,05, което 
показва, че избрания 
регресионен модел е 
адекватен. 
   
Корелационен 
коефициент 
 
0.717223 0.392089 
Това означава, че 
връзката между двете 
промеливи е силна и 
еднопосочна - с 
нарастването на броя 
на зиготите получени 
от нормални 
яйцеклетки нараства и 
броя ембриони. 
Това означава, че 
връзката между двете 
промеливи е слаба и 
еднопосочна - с 
нарастването на броя 
на зиготите получени 
от яйцеклетки с 
дефекти нараства и 
броя ембриони. 
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Коефициент на 
детерминация 
 
0.514409 0.153733 
Това означава, че 
51,4% от промените в 
броя ембриони се 
дължат на броя на 
зиготите получени от 
яйцеклетки с нормална 
морфология. 
Това означава, че 
15,4% от промените в 
броя ембриони се 
дължат на броя ня 
зиготите получени от 
яйцеклетки с дефекти. 
   
Стандартизиран 
коефициент бета 
 
0.717223 0.392089 
Това означава, че при 
увеличаване на 
фактора брой зиготи 
получени от нормални 
яйцеклетки с 1, броя 
ембриони ще се 
увеличи с 0.717. 
Това означава, че при 
увеличаване на 
фактора брой зиготи 
оплодени от 
яйцеклетки с дефекти с 
1, броя ембриони ще се 
увеличи с 0.392. 
 
Броят на получените ембриони при пациентките с незадоволителен 
овариален отговор е очаквано по-нисък от този в контролната група 
предвид факта, че и броят на яйцеклетките годни за оплождане при тях е 
по-нисък. Поради тази причина бяха пресметнати и процентите на 
получените ембриони в двете групи, а статистическата обработка на 
данните беше продължена с проценти получени ембриони, а не с брой. 
Двете групи пациентки се различават статистически значимо по 
отношение на процентите получени ембриони (р < 0,05) при 76,19 % и 
83,49 % за изследваната и контролната група съответно. При сравнение по 
възрастови групи, където е приложимо обаче горепосочената разлика не се 
прояви в нито една от трите сравними възрастови групи в популацията, в 
която е направена извадката (р > 0,05) (табл. 23). 
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Възрастови 
групи 
Група Брой 
инсеминирани 
яйцеклетки 
Брой 
получени 
ембриони 
% получени 
ембриони 
р-стойност 
 
1  (< 30 г.) 0  Normal responders 591 504 85,28 1,000 
1  Low responders 7 6 85,71 
2  (31 – 35 г.) 0  Normal responders 1540 1292 83,90 0,303 
1  Low responders 45 35 77,78 
3  (36 – 40 г.) 0  Normal responders 352 277 78,69 0,739 
1  Low responders 61 47 77,05 
4  (41 – 45 г.) 1  Low responders 31 22 70,97  
5  (> 45 г.) 1  Low responders 3 2 66,67  
Общо 0  Normal responders 2483 2073 83,49  0,005 
1  Low responders 147 112 76,19 
Таблица 23. Обобщаващи статистически данни за получените 
ембриони при пациентките с незадоволителен и нормален яйчников 
отговор 
На табл. 23 се наблюдава тенденция към намаляване на процента 
получени ембриони с увеличаване на възрастта при пациентките с 
редуциран яйчников резерв, но при сравнение на резултатите между 
отделните възрастови групи, точният тест на Фишер не показа 
статистически значима зависимост в популацията, от която е направена 
извадката (р = 0,872). Непараметричният коефициент на корелация на 
Спирман (коеф. на Спирман = - 0,104) в този случай е статистически 
незначим, поради което не може да бъде тълкуван (p = 0,386). 
  По отношение на нивата на АМН при пациентките от изследваната 
група не се установи линейна корелационна зависимост с процента 
получени ембриони. Такава слаба, но статистически значима и убедителна 
зависимост беше установена единствено между броя получени ембриони и 
нивата на АМН (коефициент на корелация - 0,251). 
По отношение на базалните стойности на FSH също не се установи 
линейна корелационна зависимост с процента получени ембриони при 
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пациентките с незадоволителен овариален отговор (коефициент на 
корелация - 0,064, който не е статистически значимо различен от нула, р = 
0,605). 
Статистически значима разлика в процентите получени ембриони не 
се установи също и по отношение на протокола за стимулация (р = 0,959) и 
метода на инсеминиране (р = 0,799) при изследваната група пациентки 
(тест на Крускал-Уолис).  
  
Видове яйцеклетки 
1 Само нормални 
n=10 
2 Нормални и дефектни 
n=26 
3 Само дефектни 
n=36 
% получени ембриони 86.67 71.95 80.00 
Таблица 24. Проценти получени ембриони в зависимост от 
качеството на яйцеклетките при пациентките с незадоволителен 
яйчников отговор 
Въз основа на морфологията на яйцеклетките, пациентките бяха 
разделени на три групи: 1) само с нормални яйцеклетки, 2) с нормални и 
дефектни и 3) само с дефектни (табл. 24). Статистически значима разлика 
по отношение на процентите получени ембриони в трите групи не беше 
установена (р > 0,05) 
3. 8. Качество на ембрионите 
Графика 6 представя качеството на получените ембриони в двете 
пациентски групи оценено по скала от 1 (G1 – ембриони с отлично 
качество) до 5 (G5 – ембриони с лошо качество) в проценти. 
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Графика 6. Процентно разпределение на ембрионите в двете 
групи в зависимост от качеството  
При сравнение на качеството на ембрионите между изследваната и 
контролната група, тестът на Ман-Уитни показа наличие на статистически 
значима разлика по отношение на процентите получени ембриони с оценка 
G1, G2, както и G1 + G2, ако се обединят като ембриони с добро качество 
(44,65 % и 63,67 % за пациенките  от изследваната и контролната група 
съответно) ( р < 0,0001) (граф. 6). По отношение на процентите получени 
ембриони с оценка G3, G4 и G5 не се утанови статистически значима 
разлика (р > 0,05).  
Таблица 25 представя качеството на ембрионите в проценти в 
зависимост от стойностите на АМН при пациентките с незадоволителен 
овариален отговор. Прави впечатление, че при пациентките със стойности 
на АМН ≤ 0,2 ng/ml няма получени ембриони с оценка на качеството G1. 
Проведеният корелационен анализ установи статистически значима, но 
слаба корелационна зависимост само по отношение на процента на 
ембрионите с оценка G1 (r = 0,266; р < 0,05). Т.е. може да се направи извод, 
29.81%	 33.86%	
16.21%	 15.05%	
5.07%	
20.54%	 24.11%	 22.32%	 24.11%	
8.93%	
G1	 G2	 G3	 G4	 G5	
Normal	responders	 Low	responders	
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че понижаването на стойностите на АМН под тази стойност влияе 
негативно върху процента на ембрионите с отлично качество. 
  AMH (ng/ml) 
  
1 (≤ 0.2) 
n=23 
2 (0.3-0.4) 
n=10 
3 (0.5-0.6) 
n=15 
4 (0.7-0.8) 
n=11 
5 (0.9-1.0) 
n=9 
6 (>1) 
n=4 
% ембриони 
с качество: 
G1 0.0 37.5 22.2 16.7 40.0 0.0 
G2 33.3 18.8 16.7 38.9 13.3 33.3 
G3 29.2 25.0 16.7 22.2 13.3 66.7 
G4 25.0 18.8 36.1 5.6 26.7 0.0 
G5 12.5 0.0 8.3 16.7 6.7 0.0 
G1+G2 33.3 56.3 38.9 55.6 53.3 33.3 
Таблица 25. Качество на ембрионите в зависимост от 
стойностите на АМН при пациентките с незадоволителен овариален 
отговор 
По отношение на базалните стойности на FSH и качеството на 
ембрионите при пациентките с намален яйчников резерв статистически 
значима корелационна зависимост не беше установена с никой от 
класовете оценки на ембрионите от G1 до G5 (табл. 26), но беше 
установена статистически значима разлика по отношение на процентите 
ембриони с оценка на качеството G3 между трета и четвърта от 
сформираните групи и по отношение на процентите G1 + G2 (ембрионите с 
добро качество) между първа и четвърта и трета и четвърта, т.е. прави 
впечатление, че при стойности на FSH над 15 IU/ml се понижава процентът 
на ембрионите с добро качество.   
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 FSH (mIU/ml) 
1 (<10) 
n=9 
2 (10.1-12.5) 
n=14 
3 (12.6-15) 
n=29 
4 (>15) 
n=20 
% ембриони 
с качество: 
G1 27.3 12.5 28.3 12.9 
G2 36.4 20.8 28.3 16.1 
G3 18.2 25.0 13.0 35.5 
G4 18.2 33.3 23.9 19.4 
G5 0.0 8.3 6.5 16.1 
G1+G2 63.6 33.3 56.5 29.0 
Таблица 26. Качество на ембрионите в зависимост от 
стойностите на FSH при пациентките с незадоволителен овариален 
отговор 
При сравнение на резултатите от приложението на различните 
протоколи за стимулация, тестът на Крускал-Уолис установи 
статистически значима разлика по отношение на процента на ембрионите с 
оценка на качеството G2 между microdose “flare up” протокола и късия 
протокол (р < 0,05) и по отношение на G1 + G2 между  mild stimulation и 
късия протокол (р < 0,05). От табл. 27 прави впечатление, че най-висок е 
процента на ембрионите с добро качество при приложението на протокол с 
минимална овариална стимулация (71,4 %). 
Таблица 27. Качеството на ембрионите в зависимост от 
протокола за овариална стимулация при пациентките с 
незадоволителен овариален отговор 
  Стимулационен протокол  
1 Microdose 
"flare up" 
n=27 
2 Mild 
stimulation 
n=11 
3 Къс протокол 
n=26 
4 Спонтанен 
цикъл 
n=8 
% ембриони 
с качество: 
G1 13.5 35.7 23.2 0.0 
G2 32.4 35.7 14.3 40.0 
G3 18.9 21.4 23.2 40.0 
G4 24.3 7.1 28.6 20.0 
G5 10.8 0.0 10.7 0.0 
G1+G2 45.9 71.4 37.5 40.0 
		
48	
Морфологични 
особености на 
яйцеклетките 
% получени ембриони при 
пациентки без яйцеклетки с  
% получени ембриони при 
пациентки с яйцеклетки с  
G1 G2 G3 G4 G5 G1 G2 G3 G4 G5 
Нормална морфология 5,0 15,0 27,5 40,0 12,5 29,2 29,2 19,4 15,3 6,9 
Дефекти на ZP 27,8 26,4 18,1 20,8 6,9 7,5 20,0 30,0 30,0 12,5 
Дефекти на PB 19,7 26,8 22,5 23,9 7,0 22,0 19,5 22,0 24,4 12,2 
Дефекти на PVS 25,0 26,8 26,8 14,3 7,1 16,1 21,4 17,9 33,9 10,7 
Цитоплазмена гранулация 28,1 24,6 21,1 19,3 7,0 12,7 23,6 23,6 29,1 10,9 
Вакуоли 22,0 24,2 23,1 22,0 8,8 14,3 23,8 19,0 33,3 9,5 
Рефрактилни телца 20,9 25,3 24,2 20,9 8,8 19,0 19,0 14,3 38,1 9,5 
Дефекти на формата 20,8 23,6 22,6 23,6 9,4 16,7 33,3 16,7 33,3 0,0 
Дефекти на размера 20,7 23,4 22,5 24,3 9,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 
Множество дефекти 32,2 28,8 16,9 16,9 5,1 7,5 18,9 28,3 32,1 13,2 
Таблица 28. Качество на ембрионите в зависимост от 
морфологичните особености на яйцеклетките при пациентките с 
намален яйчников резерв 
На табл. 28 е представено в проценти качеството на получените 
ембриони при пациентките с намален яйчников резерв в зависимост от 
това дали сред яйцеклетките им е наблюдаван или не даден морфологичен 
дефект. Статистически значима разлика (р < 0,05) беше наблюдавана по 
отношение на ембрионите с качество G1 при пациентките, които имат и 
тези, които нямат яйцеклетки с нормална морфология, дефекти на ZP, 
цитоплазмена гранулация и множество дефекти, както и по отношение на 
ембрионите с качество  G4 в зависимост от наличието или отсъствието на 
яйцеклетки с нормална морфология и дефекти на  PVS.  
Пациентките отново бяха разделени в три групи в зависимост от 
наличието на яйцеклетки с дефекти (табл. 29). Статистически значима 
разлика (р < 0,05) беше установена по отношение на ембрионите с оценка 
на качеството G1, G4, както и на G1 + G2 между група 2 – пациентки с 
нормални и дефектни яйцеклетки и група 3 – пациентки с изцяло дефектни 
яйцеклетки
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Оценка на качеството 
Видове яйцеклетки 
1 Само нормални 
n=10 
2 Нормални и дефектни 
n=26 
2 Само дефектни 
n=36 
% G1 23.1 30.5 5.0 
% G2 23.1 30.5 15.0 
% G3 23.1 18.6 27.5 
% G4 23.1 13.6 40.0 
% G5 7.7 6.8 12.5 
% G1+G2 46.2 61.0 20.0 
 
Таблица 29. Качество на ембрионите по групи в зависимост от 
качеството на аспирираните яйцеклетките при пациентките с 
незадоволителен яйчников отговор 
3. 9. Данни свързани с ЕТ 
Група N Среден брой Медиана Минимум 
Максимална 
стойност 
Стандартно 
отклонение 
0 Normal 
responders 347 1,96 2,00 0 4 0,646 
1 lowLresponders 72 1,40 1,00 0 3 0,705 
Таблица 30. Обобщаващи статистически характеристики на броя 
трансферирани ембриони  
От табл. 30 се вижда, че средният брой трансферирани ембриони в 
групата с намален яйчников резерв е по-нисък от този в контролната група. 
Това би могло да бъде обяснено с факта, че средният брой получени 
ембриони при пациентките с незадоволителен отговор на КОХ е едва 1,56 
± 0,93 и в голяма част от случаите е бил извършен ЕТ на всички налични 
ембриони, докато при пациентките от контролната група поради по-
високият брой получени ембриони е имало възможност съответно да бъде 
направен ЕТ на по-голям брой ембриони, съгласно действащата в страната 
нормативна уредба. 
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Графика 7. Процентно разпределение на пациентките в двете 
групи в зависимост от деня на извършване на ЕТ 
Тестът на Крускал-Уолис установи, че двете групи пациентки се 
различават статистически значимо по отношение на деня на извършване на 
ембриотрансфера (р < 0,001). При пациентките с незадоволителен 
яйчников отговор една голяма част от ембриотрансферите – 25 % са 
извършвани на втори ден, за разлика от контролната група, в която на 
втори ден са извършени едва 4,32 % от ЕТ (граф. 7). Освен това в 
изследваната група пациентки няма случаи на ЕТ на четвърти и шести ден 
след фоликуларната пункция. Прави впечатление, също така, че в 8,33 % от 
случаите при пациентките със слаб овариален отговор не се е стигнало до 
ЕТ поради неналичие на годни ембриони. 
По отношение на деня на извършване на ЕТ в отделните възрастови 
групи при пациентките със слаб овариален отговор беше установена 
статистически значима разлика (р < 0,05) като процентът на случаите без 
извършен ЕТ се увеличава с нарастване на възрастта. Също така, с 
Low	responders	 	Normal	responders	Ден	6	 0.00%	 2.31%	Ден	5	 5.56%	 27.95%	Ден	4	 0.00%	 1.15%	Ден	3	 61.11%	 63.69%	Ден	2	 25.00%	 4.32%	Без	ЕТ	 8.33%	 0.58%	
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30%	40%	50%	
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увеличаване на възрастта, деня на ЕТ се измества в посока втори ден, което 
беше извършвано съгласно преобладаващите в литературата данни, 
препоръчващи по-ранен ЕТ при наличие на малък брой ембриони.  
3. 10. Постигнати резултати от извършените процедури на 
лечение чрез оплождане ин витро 
Група N Среден брой Медиана Минимум 
Максимална 
стойност 
Стандартно 
отклонение 
1 Low responders 72 0,29 0,00 0 1 0,46 
0 Normal responders 346 0,53 0,00 0 2 0,60 
Таблица 31. Обобщаващи статистически характеристики на броя 
имплантирани ембриони   
 Тестът на Ман-Уитни показа наличие на статистически 
значимо различие между двете групи по отношение на броя имплантирани 
ембриони (р < 0,0001), което беше очаквано предвид по-високия брой 
трансферирани ембриони при пациентките от контролната група. 
 
Графика 8. Постигнати резултати в зависимост от броя на 
имплантираните ембриони 
70.8%	 51.9%	
29.2%	 42.7%	
5.5%	
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Както се вижда от граф. 8 при пациентките с незадоволителен 
отговор на КОХ няма случай на имплантация на повече от един ембрион, 
докато в контролната група в 5,48 % от случаите е настъпила имплантация 
на два ембриона (двуплодна бременност). Също така прави впечатление, че 
в изследваната група процентът на случаите, в които не е настъпила 
имплантация е значително по-висок – 70,83% в сравнение с контролната 
група – 51,87%. 
 По отношение на процентите на имплантация не беше установена 
статистически значима разлика между двете групи (р > 0,05) при 20,79 % 
за пациентките с незадоволителен и 27,31 % за пациентките с нормален 
яйчников отговор. 
При сравнение на процентите на имплантация между отделните 
възрастови групи при пациентките с намален овариален резерв, 
корелационният анализ и непараметричният коефициент на корелация на 
Спирман (коеф. на Спирман = - 0,186) показаха наличие на слаба 
отрицателна линейна зависимост. Коефициентът е статистически значим (p 
< 0,001), което дава право да се твърди, че при увеличаване на възрастта, 
процентът имплантирани ембриони при low responders намалява. 
Статистически значима разлика по отношение на процентите на 
имплантация на ембрионите в зависимост от дебелината на ендометриума 
в деня на ЕТ при пациентките от изследваната група не беше установена 
(тест на Ман-Уитни). 
Резултат биохимична 
бременност 
 
    Група 
  Р-стойност 
0  Normal responders 1  Low responders 
N % N % 
0 - Отрицателен 186 53,6% 52 72,2% 
0,006 1 - Положителен 161 46,4% 20 27,8% 
Общо 347 100% 72 100%  
Таблица 32. Постигнати биохимични бременности в двете групи 
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Точният критерий на Фишер показа наличие на статистически 
значима разлика по отношение на постигнатите биохимични бременности 
между пациентките в групата с намален яйчников резерв и тези в 
контролната група (р < 0,05). При сравнение по възрастови групи обаче 
статистически значима разлика не се установи в нито една от групите, за 
които има данни. Това се дължи основно на факта, че четвъртата и петата 
възрастова група при пациентките с намален яйчников резерв, в които 
процентите постигнати биохимични бременности са най-ниски не са 
сравними с контролна група, но сравнявани в групи като цяло данните от 
тези две възрастови групи понижават чувствително общия за изследваната 
група процент и тогава разликата се проявява. 
Точният критерий на Фишер не показа статистически значима 
зависимост между отделните възрастови групи при пациентките с намален 
яйчников резерв и процентите на постигнатите биохимични  бременност (р 
= 0,133).  
Тестът на Ман-Уитни не установи статистически значима 
зависимост между стойностите на АМН и FSH и процента постигнати 
биохимични бременности в никоя от сформираните според стойностите на 
хормоните групи.  
Статистически значима зависимост не се установи също и между 
приложения протокол за КОХ и метода на инсеминиране на яйцеклетките 
и процента на постигнатите биохимични бременности.  
По отношение на процентите постигнати биохимични бременности 
при пациентките с намален яйчников резерв в зависимост от 
морфологичните особености на яйцеклетките им, точният тест на Фишер 
установи статистически значима разлика между пациентките, които са 
имали яйцеклетки с нормална морфология и пациентките, които не са 
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имали такива яйцеклетки (р < 0,05). Статистически значима разлика беше 
установена и по отношение на пациентките с яйцеклетки с дефекти на ZP и 
множество дефекти (р < 0,05) и тези без дефектни яйцеклетки, с по-високи 
проценти на биохимичните бременности при пациентките с нормални 
яйцеклетки. При разделяне на пациентките в три групи в зависимост от 
качеството на аспирираните яйцеклетки (група 1 – пациентки с изцяло 
нормални яйцеклетки,  група 2 – пациентки с нормални и дефектни 
яйцеклетки и група 3 – пациентки с изцяло дефектни яйцеклетки) 
статистически значима разлика в процентите постигнати биохимични 
бременности (30,0 %, 53,8 % и 8,3 % за трите групи съответно) беше 
установена само между втора и трета група ( (р < 0,05).  
С цел да се установи влиянието на качеството на ембрионите върху 
процента на постигнатите биохимични бременности беше приложен 
точния критерий на Фишер, който показа наличие на статистически 
значима разлика по отношение на процентите постигнати биохимични 
бременности между пациентките, които са имали ембриони с оценка на 
качеството G2, G1 + G2 и G5 и тези, които не са имали такива ембриони. 
При пациентките, при които е направен ЕТ на минимум един ембрион с 
добро качество процентът на постигнатите биохимични бременности е 
значително по-висок – 56,3 %, отколкото при пациентките, които не са 
разполагали с ембриони с добро качество за ЕТ – 5,0 %.  
По отношение на деня на извършване на ЕТ, проведеният 
корелационен анализ и непараметричния коефициент на Спирман показаха 
наличие на слаба линейна зависимост при пациентките от изследваната 
група (коеф. на Спирман = 0,254). Коефициентът е статистически значим 
(p < 0,001), което дава право да се твърди, че извършването на ЕТ на по-
късен ден, води до по-висок процент биохимични бременности. 
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Точният критерий на Фишер показа наличие на статистически 
значима зависимост между броя трансферирани ембриони и процента 
постигнати биохимични бременности при пациентките с намален 
овариален резерв (р < 0,05). Процентът на биохимичните бременности след 
ЕТ на два ембриона (51,7 %) е статистически значимо по-висок от този 
след ЕТ на един (14,7 %) без реализиране на двуплодни бременности, от 
което може да се направи извод, че при тази група пациентки трансферът 
на два ембриона значително повишава шанса за постигане на бременност 
без да увеличава риска от многоплодна бременност.  
Резултат клинична 
бременност 
 
    Група 
  р-стойност 
0  Normal responders 1  Low responders 
N % N % 
0 - Отрицателен 202 58,2% 56 77,8% 
0,002 
1 - Положителен 145 41,8% 16 22,2% 
Общо 347 100% 72 100%  
Таблица 33. Постигнати клинични бременности в двете групи 
 Точният критерий на Фишер показа наличие на статистически 
значима разлика по отношение на постигнатите клинични бременности 
между пациентките от двете групи (р < 0,05). 
Таблица 34. Проценти постигнати клинични бременности по 
възрастови групи 
При сравнение по възрастови групи (където е приложимо) тестът на 
Крускал-Уолис не показа статистически значима разлика по отношение на 
 
1 (< 30 г.) 2 (31-35 г.) 3 (36-40 г.) 4 (41 – 45 г.) 5 (>45 г.) 
Група 
p-
value 
Група 
p-
value 
Група 
p-
value 
Група Група 
Normal 
responders 
n=87 
Low 
responders 
n=3 
Normal 
responders 
n=200 
Low 
responders 
n=16 
Normal 
responders 
n=60 
Low 
responders 
n=31 
Low 
responders 
n=19 
Low 
responders 
n=3 
% клинична 
бременност 57.5 66.7 0.752 37.5 31.3 0.619 33.3 25.8 0.464 5.3 0.0 
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процентите постигнати клинични бременности в нито една от 
сравняваните групи пациентки с нормален и незадоволителен отговор на 
КОХ, което означава, че при разделяне по възрастови групи статистически 
значимата разлика не успява да се прояви. От табл. 34 се вижда, че 
процентът на клиничните бременности при пациентките от изследваната 
група осезаемо се понижава точно в последните две възрастови групи, 
което обяснява получените разултати. 
 При сравнение на процентите на постигнатите клинични 
бременности между отделните възрастови групи при пациентките със слаб 
яйчников отговор, статистически значима разлика беше установена между 
първа и четвърта и втора и четвърта възрастови групи с видимо по-високи 
проценти при по-младите пациентки. 
Тестът на Ман-Уитни не установи статистически значима зависимост 
между метода на инсеминиране и процента на постигнатите клинични 
бременности и при двете групи пациентки (табл. 35).  
Група 
Метод на инсеминиране 
1 ICSI 2 IVF 3 IVF/ICSI 
Брой 
пациентки 
% клинични 
бременности 
Брой 
пациентки 
% клинични 
бременности 
Брой 
пациентки 
% клинични 
бременности 
0 Normal responders 
n=347 158 41,8 150 41,3 39 43,6 
1 Low responders 
n=70 41 22.0 39 24,1 0 0,0 
Таблица 35. Процент постигнати клинични бременности в 
зависимост от метода на инсеминиране на яйцеклетките  
Статистически значима зависимост не беше установена и между 
стойностите на АМН и FSH и процентите постигнати клинични 
бременности в никоя от сформираните според стойностите на хормоните 
групи (табл. 36 и 37). 
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Стойности на AMH (ng/ml) 
1 (≤ 0.2) 
n=23 
2 (0.3-0.4) 
n=10 
3 (0.5-0.6) 
n=15 
4 (0.7-0.8) 
n=11 
5 (0.9-1.0) 
n=9 
6 (>1) 
n=4 
% клинични 
бременности 13.04 30.00 33.33 27.27 22.22 0.00 
Таблица 36. Процент постигнати клинични бременности в 
зависимост от стойностите на АМН при пациентките с намален 
яйчников резерв 
  
Стойности на FSH (mIU/ml) 
1 (<10) 
n=9 
2 (10.1-12.5) 
n=14 
3 (12.6-15) 
n=29 
4 (>15) 
n=20 
% клинични 
бременности 11.11 28.57 27.59 15.00 
Таблица 37. Проценти постигнати клинични бременности в 
зависимост от стойностите на FSH при пациентките с намален 
яйчников резерв 
  
Стимулационен протокол 
1 Microdose "flare 
up" 
n=27 
2 Mild 
stimulation 
n=11 
3 Къс протокол 
n=26 
4 Спонтанен 
цикъл 
n=8 
% клинични бременности 22.22 18.18 26.92 12.50 
Таблица 38. Проценти постигнати клинични бременности в 
зависимост от протокола за стимулация при пациентките с намален 
яйчников резерв 
Не се установи статистически значима зависимост и между 
протокола за стимулация и процента постигнати клинични бременности в 
група low responders (тест на Ман-Уитни).  
Точният тест на Фишер установи статистически значима разлика 
между процентите на постигнатите клинични бременности при 
пациентките, които са имали яйцеклетки с нормална морфология и 
пациентките, които не са имали такива яйцеклетки (табл. 39). 
		
58	
Статистически значима разлика беше установена също и при пациентките, 
които са имали яйцеклетки с гранулирана цитоплазма и множество 
дефекти и тези, които не са имали яйцеклетки с такива дефекти (р < 0,05) с 
видимо по-високи проценти на клиничните бременности при пациентките 
с яйцеклетки с нормална морфология. 
Морфологични 
особености на 
яйцеклетките 
Брой 
пациентки без 
яйцеклетки с 
% клинични 
бременности 
Брой 
пациентки с 
яйцеклетки с 
% клинични 
бременности 
р-стойност 
Нормална морфология 36 2,8 36 41,7 0.00 
Дефекти на ZP 43 27,9 29 13,8 0,17 
Дефекти на PB 53 20,8 19 26,3 0,62 
Дефекти на PVS 40 25,0 32 18,8 0,53 
Цитоплазмена гранулация 34 35,3 38 10,5 0.02 
Вакуоли 63 20,6 9 33,3 0,39 
Рефрактилни телца 61 24,6 11 9,1 0,26 
Дефекти на формата 61 22,4 11 22,0 0,9 
Дефекти на размера 70 22,9 2 0,0 0,45 
Множество дефекти 36 36,1 36 8,3 0.01 
Таблица 39. Проценти постигнати клинични бременности в 
зависимост от морфологията на яйцеклетките при пациентките с 
намален яйчников резерв 
  
Видове яйцеклетки 
Само нормални 
n=10 
Нормални и дефектни 
n=26 
Само дефектни 
n=36 
% клинични бременности 30.0 46.2 2.8 
Таблица 40. Проценти постигнати клинични бременности при 
пациентките с намален яйчников резерв по групи в зависимост от 
морфологията на яйцеклетките  
При разделяне на пациентките по групи в зависимост от наличието на 
дефектни яйцеклетки, статистически значима разлика по отношение на 
процентите постигнати клинични бременности беше установена между 
група 3 – пациентки, при които всички яйцеклетки са били с дефекти и 
останалите две групи пациентки (р < 0,05) (табл. 40). 
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Качество на 
ембрионите 
Брой пациентки 
без ембриони с 
оценка 
% клинични 
бременности 
Брой пациентки с 
наличие на 
ембриони с оценка 
% клинични 
бременности 
P-
стойност 
G1 54 7,4 18 22,2 0.089 
G2 46 4,3 26 53,8 0.00 
G1+G2 40 2,5 32 46,9 0.00 
G3 47 23,4 25 20,0 0,74 
G4 49 26,5 23 13,0 0,21 
G5 49 25,8 10 0,0 0,07 
Таблица 41. Проценти постигнати клинични бременности в 
зависимост от качеството на ембрионите при пациентките с намален 
яйчников резерв 
От табл. 41 се вижа, че при пациентките, при които е направен ЕТ на 
минимум един ембрион с добро качество (G1, G2) процентът на 
постигнатите клинични бременности е значително по-висок, отколкото при 
пациентките, които не са разполагали с ембриони с добро качество за ЕТ, 
т.е. морфологичните критерии, по които са оценявани ембрионите биха 
могли да служат като прогностичен критерий по отношение на резултата 
от ин витро процедурата. 
 Група 
Ден на ЕТ 
2 ден  3 ден  4 ден  5 ден 6 ден 
 
 n 
% клинични 
бременности n 
% клинични 
бременности n 
% клинични 
бременности n 
% клинични 
бременности n 
% клинични 
бременности 
0 Normal 
responders 15 20,0 221 30,8 4 0 97 74,2 8 25,0 
1 Low 
responders 18 16.7 44 22.7 - - 4 75.0 - - 
Таблица 42. Проценти постигнати клинични бременности в 
зависимост от деня на извършване на ЕТ (n – брой трансфери) 
Точният критерий на Фишер показа наличие на статистически 
значима зависимост между деня на ЕТ и постигнатите клинични 
бременности в контролната група ( р < 0,0001), но не установи такава в 
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групата пациентки с незадоволителен отговор на КОХ ( р = 0,062), въпреки 
че процентът клинични бременности след ЕТ на пети ден е статистически 
значимо по-висок от тези след ЕТ на втори и трети ден (р < 0,05) (табл. 42).  
По отношение на броя трансферирани ембриони беше установена 
статистически значима зависимост с процента постигнати клинични 
бременности и в двете групи пациентки (р < 0,05). При сравнение на 
процентите постигнати клинични бременности след трансфер на различен 
брой ембриони при пациентките с незадоволителен яйчников отговор, 
беше установена статистически значима разлика между трансфера на един 
(5,9 %) и два (48,3 %) ембриона. Получените резултати са аналогични с 
тези при биохимичните бременности (табл. 43).  
 
1 Low responders 
n=72 
0 Normal responders 
n=347 
Брой трансферирани 
ембриони Брой трансфери 
% клинична 
бременност Брой трансфери 
% клинична 
бременност 
0 6 - 2 - 
1 34 5.9 71 47.9 
2 29 48.3 214 45.3 
3 3 0.0 58 24.1 
4 0 0.0 2 0.0 
Таблица 43. Проценти постигнати клинични бременности в 
зависимост от броя трансферирани ембриони 
V. ОБСЪЖДАНЕ 
Въпреки значителния прогрес в техниките за асистирана 
репродукция все още остават не достатъчно проучени както 
терапевтичните подходи за лечението на стерилитета при пациентките с 
намален яйчников резерв, така и биологичните аспекти в лабораторните 
етапи на процедурата по ин витро оплождане за този контингент 
пациентки. 
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Събирайки значителна база данни и практически опит при 
провеждането на 419 цикъла на лечение чрез оплождане ин витро от м. 
февруари 2011 г. до м. февруари 2014 г. беше проведен сравнителен анализ 
на броя и качеството на получените яйцеклетки и ембриони и постигнатите 
бременности при пациенки с намален и нормален овариален отговор в 
резултат на приложението на различни протоколи за контролирана 
овариална хиперстимулация (КОХ) и различни лабораторни подходи. 
Анализирани бяха общо 3038 кумулусно-овоцитни комплекси (КОК), респ. 
яйцеклетки – 184 от които произхождащи от групата пациентки с намален 
овариален резерв и 2854 – от  групата с нормален овариален резерв.  
При провеждането на статистическия анализ не беше установено 
съществено значение на фактори като форма на стерилитет (първичен или 
вторичен), причини за безплодие (тубарен, мъжки, идиопатичен, др.) и 
анамнестични данни. Затова тези фактори бяха отделени и наречени 
фонови. По отношение на фактори като възраст и хормонален статус на 
пациетките – в частност стойностите на хормоните FSH и АМН обаче, 
нашите резултати потвърдиха данните от литературата за същественото им 
значение, както за броя на получените фоликули и аспирираните от тях 
яйцеклетки, така и за качеството на яйцеклетките и ембрионите. Също така 
проучването ни показа, че данните за тези фактори – възраст, FSH и АМН, 
както и дебелината на ендометриума в деня на ЕТ се различават 
статистически значимо (р < 0,05) между пациентките с намален и нормален 
яйчников резерв. 
Анализирайки от биологична гледна точка получените от нас 
резултати след проведеното лечение, беше установена статистически 
значима разлика (р < 0,05) по отношение на показателите брой фоликули, 
брой и процент на аспирираните яйцеклетки, зрялост на КОК и 
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съдържащите се в тях яйцеклетки, както и брой и процент на яйцеклетките 
с нормална морфология при пациентките от двете групи. Резултатите са 
категорично по-лоши по всички изброени показатели при пациентките с 
незадоволителен овариален отговор в сравнение с пациентките с нормален 
отговор на КОХ. При сравнение на получените резултати между 
съответните възрастови групи при пациентките с намален и нормален 
яйчников резерв обаче установените по-горе статистически значими 
различия понякога не се проявяват. Това основно се дължи на факта, че в 
контролната група не разполагаме със сравними възрастови групи на 
пациентки над 40 години, поради спецификата на изследваната 
проблематика. Както може да се види от таблиците и графиките, 
онагледяващи нашето проучване, резултатите при пациентките с намален 
яйчников резерв осезаемо се влошават с увеличаване на възрастта и то 
конкретно в последните две възрастови групи, които нямат съответен 
аналог при пациентките с нормален яйчников отговор. Проведеният 
корелационен анализ при пациентките с намален овариален резерв показа 
статистически значима (р < 0,05) обратна линейна зависимост с възрастта 
по отношение на броя фоликули, броя и процента аспирирани яйцеклетки, 
както и процента яйцеклетки с нормална морфология. Зрелостта на КОК и 
яйцеклетките при тези пациентки обаче не показа корелация с възрастта. 
След анализиране на резултатите получени при приложението на 
различни протоколи за стимулация при пациентките с намален яйчников 
резерв беше установено, че най-голям брой фоликули са постигнати при 
приложението на къс протокол с антагонист и microdose “flare up”, 
последвани от протокол с мека стимулация и накрая спонтанен цикъл 
(табл. 8). По отношение на процента аспирирани яйцеклетки обаче не беше 
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установена статистически значима разлика (р > 0,05) между отделните 
протоколи.  
Съществено внимание в нашето проучване е съсредоточено върху 
морфологичните особености на яйцеклетките. Проведеният от нас 
регресионен анализ по отношение на възрастта на пациентките от 
изследваната група и броя на яйцеклетките с нормална морфология 
установи умерена и еднопосочна връзка като стандартизираният 
коефициент бета (β) сочи, че при увеличаване на фактора възраст с 1, 
броят на яйцеклетките с нормална морфология ще намалява с 0,551. Т.е. с 
нарастването на възрастта се увеличава процента на яйцеклетките с 
дефекти, което е свързано с прогресивното изчерпване на яйчниковия 
резерв. При сравнение на отделните морфологични характеристики на 
овоцитите при пациентките с намален и нормален яйчников отговор 
статистически значима разлика (р < 0,05) беше установена, както по 
отношение на процента яйцеклетки с нормална морфология, така и по 
отношение на процентите яйцеклетки с дефекти на ZP, PVS, гранулация на 
цитоплазмата, вакуоли, аномалии на размера и множество дефекти във 
всички случаи с преобладаване на процента на дефектите при пациентките 
от изследваната група (табл. 18).  
По отношение на влиянието на FSH и АМН, проучването ни 
потвърждава данните от литературата за влошаване на морфологията на 
яйцеклетките при понижаване на стойностите на АМН (особено под 
критичната стойност от 0,2 ng/ml) и повишаване на нивата на базалния 
FSH (особено осезаемо над 15 mIU/ml). 
Въпреки по-високия брой на постигнатите фоликули и яйцеклетки 
при приложението на протоколи за стимулация с по-високи нива на 
гонадотропните хормони при пациентките с незадоволителен отговор на 
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КОХ, нашето проучване споделя мнението на авторите, които обсъждат 
по-добра морфология на яйцеклетките при приложението на минимална 
стимулация, както и в спонтанни нестимулирани цикли. 
По отношение на оплождането беше установена статистически 
значима разлика между процентите зиготи с 2 PN (p < 0,05) в двете 
пациентски групи с по-добри резултати отново в контролната група. 
Корелационна зависимост между оплождането на яйцеклетките и 
факторите възраст, АМН, FSH, стимулационен протокол и метод на 
инсеминиране обаче не беше установена.  
Проведеният от нас регресионен анализ по отношение на броя 
получени ембриони показа наличие на умерена и еднопосочна връзка с 
възрастта, а стандартизираният коефициент бета показа, че с увеличаване 
на фактор възраст с 1, броя на получените ембриони ще намалява с 0,474. 
Също така беше установено, че при увеличаване на зиготите получени от 
нормални яйчеклетки с 1, ембрионите ще се увеличат с 0,717, а при 
увеличаване на яйцеклетките с дефекти с 1 – броят на ембрионите ще се 
увеличи с 0,392. Това означава, че съществува последователна връзка 
между морфологията на яйцеклетките и всяка следваща стъпка от 
развитието им. 
 По отношение на процентите получени ембриони  проучването ни 
потвърди литературните данни за наличие на статистически значима 
разлика (р < 0,05) между пациентките с незадоволителен (76,19 %) и 
нормален (83,49 %) отговор на КОХ, но корелационна зависимост с 
факторите възраст, АМН, FSH, стимулационен протокол, метод на 
инсеминиране, както и морфология на яйцеклетките не беше установена (р 
> 0,05).  
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Друг важен изследван от нас показател е качеството на ембрионите. 
Нашите резултати потвърждават данните от литературата за по-лошо 
качество на ембрионите с увеличаване на възрастта и изчерпването на 
яйчниковия резерв на пациентките. Аналогично на морфологията на 
яйцеклетките, качеството на ембрионите също се влошава при посочените 
по-горе критични стойности на хормоните АМН и FSH. По отношение на 
влиянието на различните протоколи за стимулация прави впечатление 
видимо по-високият процент на ембрионите с добро качество – 71,4% при 
приложението на протокол с мека стимулация в сравнение с останалите 
протоколи. Също така, установихме, че основните морфологични 
характеристики на яйцеклетките, оказващи негативен ефект върху 
качестото на ембрионите са дефектите на ZP, PVS, гранулираната 
цитоплазма и наличието на множество дефекти.  
При анализ на резултатите в следствие на проведеното лечение беше 
установена статистически значима разлика (р < 0,0001) между 
изследваната и контролната група пациентки по отношение на броя 
имплантирани ембриони – 0,29 ± 0,46 и 0,53 ± 0,60 съответно, но не беше 
установена статистически значима разлика по отношение на процента на 
имплантация в двете групи (р > 0,05). Проведеният корелационен анализ 
показа наличие на слаба отрицателна линейна зависимост между процента 
имплантирани ембриони и възрастта на пациентките в групата с намален 
овариален резерв.  
Анализът на процентите постигнати биохимични и клинични 
бременности в резултат на проведеното от нас лечение показа 
статистически значима разлика между пациентките с намален и нормален 
яйчников отговор (р < 0,05). Сравнявайки тези проценти по възрастови 
групи, където е приложимо обаче, статистически значимата разлика не се 
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проявява в нито една от трите сравнявани групи. Това означава, че 
съществено значение върху общите за конкретната група проценти на 
бременност оказват резултатите от последните две възрастови групи при 
пациентките с намален яйчников резерв, т.е. пациентките на възраст над 40 
години.  
При изследване на влиянието на факторите АМН, FSH, 
стимулационен протокол и метод на инсеминиране на яйцеклетките върху 
процентите на постигнатите бременности – биохимични и клинични не 
беше установена статистически значима зависимост (р > 0,05).  
 В публикуваната до момента информация отсъстват данни за 
проведени задълбочени проучвания по отношение на морфологичните 
особености на яйцеклетките конкретно при пациентки с намален овариален 
резерв и тяхното влияние върху изхода от АРТ. Анализът на нашите 
резултати показа статистически значимо по-високи проценти на 
постигнатите бременности при пациентките, които са имали яйцеклетки с 
нормална морфология от тези при пациентките, при които всички 
аспирирани яйцеклетки са били с дефекти. Получените от нас резултати 
споделят мнението на авторите, които твърдят, че морфологичните 
особености на яйцеклетките не корелират с правилното оплождане и 
развитието на ембрионите, но очевидно оказват влияние върху процента на 
постигнатите бременности. Проучването ни установи също и по-високи 
проценти на постигнатите бременности при пациентки с по-добро качество 
на ембрионите в групата обект на изследването. 
Статистически значима зависимост между деня на ЕТ и процентите 
на постигнатите бременности при пациентките с намален овариален резерв 
не беше установена. Съществен фактор по отношение на процентите 
постигнати биохимични и клинични бременности при пациентките с 
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незадоволителен яйчников отговор логично се оказа броя на 
трансферираните ембриони, който показа статистически значимо по-
високи проценти на бременност при трансфер на повече от един ембрион 
без това да повишава процента на многоплодните бременности. 
VI. ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Лечението на безплодието при пациентките с намален яйчников 
резерв е сложен за научно изследване проблем, от една страна поради 
сравнително ниския брой засегнати пациентки на фона на общата 
популация пациентки със стерилитет и от друга страна поради финансови 
причини предвид действащото в България законодателсво и приетите от 
националния “Фонд за асистирана репродукция” критерии, които 
изключват възможността за финансиране на пациентки с намален 
яйчников резерв с държавни средства. На фона на общата демографска 
криза в страната проблемът обаче е общественозначим, а 
самофинансирането на процедури на лечение чрез ин витро оплождане при 
тези пациентки е допълнително утежнено и от факта, че за индуцирането 
на растежа на по-голям брой фоликули и постигането на задоволителен 
брой яйцеклетки е необходимо приложение на по-високи дози 
гонадотропинови препарати.  
Съществена роля за резултата от процедурите на лечение чрез ин 
витро оплождане при тези пациентки играе стратегията в ембриологичната 
лаборатория, която трябва да бъде изключително прецизирана предвид 
ниския брой налични яйцеклетки и ембриони. Данните в литературата, 
касаещи биологичните аспекти в АРТ при пациентките с незадоволителен 
яйчников отговор също са ограничени. Поради тази причина всеки 
клиничен и научен материал, посветен на лечението на  безплодието при 
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тези пациентки трябва да се разглежда от гледна точка на неговото 
значение и полза за по-нататъшния прогрес в борбата с това явление.  
С настоящия дисертационен труд, въз основа на проведените 
клинични, ендокринологични, инструментални, лабораторни и 
статистически методи на изследване е направен принос в решението на 
актуална научна задача по отношение на стратегията в АРТ и 
прогнозирането на резултата от IVF/ICSI процедурата от биологична 
гледна точка, която има голямо практическо значение за лечението на 
безплодието при пациентките с намален овариален резерв.  
За постигане на поставената от нас цел беше проведена сравнителна 
оценка на броя получени фоликули и яйцеклетки, зрелостта на КОК и 
яйцеклетките, морфологичните особености на яйцеклетките и получените 
от тях ембриони и процентите на бременност и имплантация при 
пациентки с незадоволителен овариален отговор, както в зависимост от 
възрастта и хормоналния статус, така и при приложението на различни 
терапевтични подходи и протоколи за КОХ. Анализирани бяха резултатите 
от оплождането на яйцеклетките и постигнатите бременности след 
приложението на различни техники на инсеминиране. 
Установени са основните фактори влияещи върху броя, зрелостта и 
качеството на аспирираните яйцеклетки и получените от тях ембриони при 
пациентките с намален яйчников резерв, а именно критични нива на 
хормоните АМН < 0,2 ng/ml и FSH > 15 mIU/ml, както и критична възраст 
над 35 години. Усъвършенствани са биологичните аспекти в ин витро 
оплождането като определяне времето и метода на инсеминиране, 
съобразно морфологията и броя на яйцеклетките, продължителност на 
култивиране на предимплантационните ембриони и ден на извършване на 
ЕТ.  
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В резултат на задълбоченото изследване на яйцеклетките и 
ембрионите са оптимизирани и прецизирани схемите за КОХ при 
пациентките с незадоволителен яйчников отговор. 
Анализът на литературните данни и на собствения ни опит на базата 
на 72 цикъла на лечение чрез ин витро оплождане при пациентки с 
намален яйчников резерв позволиха разработването на диагностична и 
лечебна програма и внедряването в практиката ни на прогностични 
критерии за оценка на яйцеклетки и предимплантационни ембриони с най-
висок потенциал за развитие и имплантация след ЕТ. Разработен е 
алгоритъм за комплексна оценка на потенциала за постигане на 
бременност при тези пациентки въз основа на възраст, хормонален статус, 
приложен протокол за стимулация, метод на инсеминиране, морфологични 
особености на яйцеклетките и получените ембриони, ден на 
ембриотрансфера и брой на трансферираните в матката ембриони.  
Практически резултат на разработените и приложените в лечението 
от нас стратегии и прогностични критерии са постигнатата задоволителна 
успеваемост в лечението на стерилитета при пациентките с намален 
яйчников резерв. 
VII. ИЗВОДИ 
1. Пациентките с намален и нормален яйчников резерв се 
различават статистически значимо (р < 0,05) по отношение на почти 
всички изследвани от биологична гледна точка показатели – брой на 
порасналите фоликули, брой и процент на аспирираните яйцеклетки, 
зрялост на кумулусно-овоцитните комплекси и яйцеклетките, брой и 
проценти на яйцеклетките с нормална морфология, на правилно 
оплодените яйцеклетки, на получените ембриони, проценти на ембрионите 
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с добро качество, на бременност и имплантация. По-лошите резултати са 
характерни за групата пациентки с намален яйчников резерв. 
2. При пациентките с намален яйчников резерв се наблюдава 
статистически значима (р < 0,05) обратна линейна зависимост между 
възрастта и броя фоликули, броя и процента аспирирани яйцеклетки, 
процента яйцеклетки с нормална морфология, броя получени ембриони и 
процента ембриони с добро качество. Корелация между възрастта и 
зрелостта на КОК и яйцеклетките обаче не беше установена. Процентите 
на бременност и имплантация видимо се понижават с нарастване на 
възрастта, но не се установява статистически значима зависимост.   
3. Морфологичните особености на яйцеклетките при пациентките 
с незадоволителен яйчников отговор логично оказват влияние, както върху 
оплождането, броя и качеството на получените ембриони, така и върху 
процентите на постигнатите бременности. Очаквано нашите резултати 
демонстрират благоприятно влияние на наличието на яйцеклетки с 
нормална морфология и негативно влияние на такива с множество дефекти 
върху резултата от проведеното лечение.  
4. Не се наблюдава статистически значима зависимост между 
хормоналния статус на пациентките с намален яйчников резерв и по-горе 
посочените биологични показатели. Бяха установени критичните 
стойности, при преминаването на които осезаемо се влошават 
морфологичните характеристики на яйцеклетките и ембрионите, а именно 
ниво на АМН < 0,2 ng/ml и на FSH > 15 mIU/ml.  
5. Най-висок брой фоликули и яйцеклетки се постигат при 
приложението на стимулационни протоколи с високи дози 
гонадотропинови препарати – microdose “flare up”  и къс протокол с 
антагонист, но най-добро качество на яйцеклетките и получените от тях 
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предимплантационни ембриони се постигат при ин витро оплождане след 
минимална хормонална стимулация или в спонтанен нестимулиран цикъл. 
Процентите на постигнатите бременности след приложение на различни 
стимулационни протоколи обаче не се различават статистически значимо.  
6. Нашите резултати не показват влияние на метода на 
инсеминиране върху процентите на оплождане, получени ембриони, 
бременност и имплантация при пациентките с незадоволителен яйчников 
отговор, което отхвърля наложеното според някои литературни източници 
схващане за по-добри резултати след приложение на  ICSI.  
7. Не се наблюдава статистически значима зависимост между 
деня на извършване на ЕТ при пациентките с незадоволителен яйчников 
отговор и процентите на постигнатите бременности.  
8. Броя на трансферираните ембриони при пациентките с намален 
яйчников резерв оказва съществено влияние върху процентите на 
постигнатите биохимични и клинични бременности със статистически 
значимо по-високи проценти на бременност при трансфер на повече от 
един ембрион без това да повишава процента на многоплодните 
бременности. Наличието и съответно ембриотрансфера на ембриони с 
добро качество (G1 и G2) при пациентките с намален яйчников отговор 
води до статистически значимо по-високи проценти на постигнатите 
бременности. 
VIII. ПРИНОСИ НА ДИСЕРТАЦИОННИЯ ТРУД 
1. За първи път у нас е проведено задълбочено проучване при 
пациентки с намален яйчников резерв върху биологичните аспекти и 
морфологичните особености на яйцеклетки и предимплантационни 
ембриони при лечение на безплодието чрез ин витро оплождане. 
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2. Определени са основните фактори, влияещи върху 
морфологичните характеристики на яйцеклетките и ембрионите на 
пациентки с намален овариален резерв. 
3. Оригинален принос е изследването на влиянието на различни 
протоколи за КОХ върху броя и качеството на яйцеклетките и 
предимплантационните ембриони. Това ни позволи оптимизирането и 
прецизирането на терапевтичните подходи при процедура за ин витро 
оплождане на пациентки с очаквано незадоволителен яйчников отговор. 
4. За първи път в България е изследвано влиянието на различните 
морфологични особености на яйцеклетките при пациентки с намален 
яйчников резерв върху качеството на получените от тях ембриони и 
потенциалът им за развитие и имплантация, както и върху постигнатите 
бременности след лечение чрез ин витро оплождане. 
5. Оригинално е и проучването върху влиянието на различните 
методи на инсеминиране на яйцеклетките върху процентите на оплождане 
и получените ембриони и постигнатите бременности при пациентки с 
намален яйчников резерв. 
6. Проведен е анализ върху спорните до момента въпроси 
касаещи продължителност на култивиране на ембрионите и най-подходящ 
ден за ЕТ при пациентките с намален овариален резерв и е предложен 
адекватен алгоритъм за действие. 
7. Установено е и влиянието на броя и качеството на 
трансферираните ембриони върху процентите на бременност и 
имплантация при пациентки с намален яйчников резерв.  
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ПРАКТИЧЕСКО ПРИЛОЖЕНИЕ 
Разработените лабораторни стратегии и критерии и методи за 
прогнозиране на броя и качеството на яйцеклетките и 
предимплантационните ембриони, както и на резултата от проведената 
процедура на лечение чрез ин витро оплождане при пациентки с намален 
яйчников резерв са успешно внедрени от автора в сектора по асистирана 
репродукция към ПСАГБАЛ “Св. София” ЕАД и “Вита ин витро център” в 
МБАЛ “Вита” ЕООД – гр. София. 
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